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Resumen (maximo 250 palabras)*

Se han investigado las actividades y centros activos de la ADP-ribosa/CDP-alcohol difosfatasa
dependiente de Mn>* (ADPRibasa-Mn) y la trioquinasa/FMN ciclasa (TKFC), obtenidas como
proteinas recombinantes. Respecto a ADPRibasa-Mn se estudiaron las enzimas de rata (Ratfus
norvegicus) y de pez cebra (Danio rerio). Por vez primera se ha hecho coincidir informacion
estructural y bioquimica en la misma proteina de la familia ADPRibase-Mn. Se han encontrado nuevas
actividades de ADPRibasa-Mn, como ADP-ribosa ciclica fosfohidrolasa y fosfodiesterasa de
nucledtidos 27,3 -ciclicos. A partir de la estructura de la ADPRibasa-Mn de D. rerio, y por modelado
molecular, se han definido los centros activos de ambas enzimas y se identificaron una molécula de
agua y un residuo de histidina bien posicionados para la reaccion hidrolitica. El papel de dicho residuo
se confirmd por mutagénesis. Respecto a TKFC, se estudié la enzima humana (hTKFC), un
homodimero de subunidades con dos dominios (L y K). Se construyeron modelos de hTKFC unida a
sustratos de quinasa, de ciclasa o sin sustratos. Simulaciones de dindmica molecular desvelaron
movimientos de los dominios K necesarios para la actividad quinasa. El modelado molecular permitié
identificar interacciones relevantes de diversos aminoacidos. Los estudios bioquimicos hechos con
hTKFC incluyeron la demostracion de que K y L por separado no tienen actividad quinasa, mientras
que K tiene actividad FMN ciclasa. Ademas se prepararon seis mutantes puntuales que, afladidos a un
séptimo anteriormente preparado, dieron informacion relevante sobre el centro activo y el papel de
ambos dominios en la catélisis.

Summary (maximum 250 words)

The activities and the active centers of Mn*"-dependent ADP-ribose/CDP-alcohol
diphosphatase (ADPRibase-Mn) and triokinase/FMN cyclase (TKFC), both obtaines as recombinant
proteins, were investigated. Concerning ADPRibase-Mn, the enzymes from rat (Rattus norvegicus)
and zebrafish (Danio rerio) were studied. For the first time, structural and biochemical information
were put together for the same protein of the ADPRibase-Mn family. Novel ADPRibase-Mn activities
were found, namely cyclic ADP-ribose phosphohydrolase and 2°,3’-cyclic nucleotide
phosphodiesterase. The active centers of both ADPRibase-Mn enzymes were defined from the
structure of the D. rerio protein and by molecular modeling. A molecule of water and a histidine
residue well positioned for the hydrolytic reaction were identified. The role of such residue was
confirmed by mutagenesis. The study of TKFC was centered on the human enzyme (hTKFC), a
homodimer of two-domain (K and L) subunits. hTKFC models bound to kinase substrates, cyclase
substrate, or without substrates, were constructed. Molecular dynamics simulations revealed
movements of the K domains necessary for the kinase activity. Molecular modeling led to the
identification of relevant interactions of several aminoacids. Biochemical studies performed with
hTKFC included the demonstration that individual K and L domains are devoid of kinase activity,
while K alone is active as FMN cyclase. In addition, six point mutants were prepared and, together
with another previously prepared one, gave relevant information on the active center and the role of
both domains in catalysis.

*Este resumen tiene las dimensiones indicadas por la Universidad de Extremadura. Como nos
parecia que podia resultar algo corto para resumir con cierto detalle el contenido de la Tesis,
en las paginas siguientes se ha incluido un resumen mas extenso (Resumen Ejecutivo).

X



Resumen Ejecutivo

Se han estudiado de manera independiente dos enzimas: ADP-ribosa/CDP-alcohol difosfatasa
dependlente de Mn** (ADPRlbasa Mn) y trioquinasa/FMN ciclasa (TKFC), ambas obtenidas por
expresion en bacterias de secuencias clonadas. En ambos casos se han estudiado sus actividades y sus
centros activos, por andlisis enzimdtico, HPLC, modelado molecular, mutagénesis y expresion
heterdloga, como principales técnicas empleadas.

ADPRibasa-Mn es una enzima descublerta en nuestro laboratorio en higado de rata por sus
actividades hidroliticas dependientes de Mn*" sobre ADP-ribosa y CDP-alcoholes (EC 3.6.1.53). Fue
también identificada por clonaciéon molecular como prototipo catalitico de una familia de
metalofosfatasas (clasificada en SCOP como ADPRibase-Mn-like) cuyo prototipo estructural era una
proteina de Danio rerio (pez cebra) sin funcion bioquimica conocida. Dentro de esta Tesis Doctoral
hemos estudiado la ADPRibasa-Mn de rata y de D. rerio, con las siguientes conclusiones principales.
(a) Por vez primera se hace coincidir informacioén estructural y bioquimica en la misma proteina de la
familia ADPRibase-Mn (la de D. rerio). (b) La ADPRibasa-Mn de rata h1drohza la union
fosfoanhidrido de ADP-ribosa ciclica ((CADPR) formando como tnico producto N'-(5-fosforribosil)-
adenosina 5’-monofosfato (pRib-AMP), siendo ésta la primera enzima que se demuestra que posee
este tipo de actividad. (¢) La ADPRibasa-Mn de D. rerio tiene actividad fosfodiesterasa sobre 2’ 3 -
cAMP, que da 3’-AMP como principal producto. (d) La ADPRibasa-Mn de D. rerio responde al Mn**
de manera diferente a la de rata, pues ésta presenta curvas de saturacion hiperbolicas por dicho metal,
mientras que la primera presenta distintos tipos de curvas dependiendo del sustrato. (e) El centro
activo de las proteinas ADPRibasa-Mn se localiza en un bolsillo estructural cerrado en el que se
acomodan bien los sustratos por técnicas de modelado molecular (docking). (f) Una molécula de agua
presente en los cristales de la ADPRibasa-Mn de D. rerio, y unida al centro dimetalico de la proteina
puede atacar en linea al P del enlace P-O escindible del sustrato, con la significativa excepc10n del
cADPR que no es hidrolizado a velocidades significativas. (g) La cadena lateral de His”” forma un
puente de hidréogeno con el O del enlace P-O escindible y puede actuar como catalizador por
orientacion, con la excepcion del sustrato rigido 2°,3"-cAMP, cuya hidrolisis, a diferencia de los otros
sustratos, se ve escasamente afectada en el mutante H97A de la ADPRibasa-Mn de D. rerio.

TKFC es una proteina con dos actividades enzimaticas diferentes: triosa quinasa o trioquinasa,
que fosforila dihidroxiacetona (DHA) o D-gliceraldehido (GA) a partir de ATP (EC 2.7.1.28), y la
descubierta en nuestro laboratorio FAD-AMP liasa ciclante o FMN ciclasa, que rompe FAD mediante
un ataque interno que da lugar a AMP y riboflavina 4°,5 -fosfato ciclico o FMN ciclico (EC 4.6.1.15).
Dentro de esta Tesis Doctoral hemos estudiado la TKFC humana (hTKFC), con las siguientes
conclusiones principales. (h) En una estructura homodimérica de hTKFC, modelada por homologia
con la DHA quinasa de Citrobacter braaki, cada subunidad (1 y 2) tiene dos dominios globulares (K1
y L1; K2 y L2) unidos por un largo espaciador, de manera que en el dimero se suceden de forma
apr0x1madamente lineal los dominios L2-K1-K2-L1. (i) Los sustratos DHA y ATP se unen a centros
activos abiertos entre los dominios KI1L2 y K2LI, uniéndose DHA de forma covalente a His®
(dominio K) e interaccionando el ATP con los domlnlos L, con la base adenina en un bolsillo
hidrofébico, la ribosa en puente de hidréogeno con As 9%) ;Y el trlfosfato coordinado con dos iones
metalicos, que a su vez estdn coordinados por Asp’ Asp y Asp*®. (j) En esta estructura, la
distancia entre DHA y ATP es de unos 14 A, demas1ado grande para la reacci(')n de transferencia de
fosfato. (k) En simulaciones de la dindmica molecular del complejo hTKFC:2ATP:2DHA se produce
el cierre de uno de los centros activos con un acercamiento muy marcado de un hidroxilo de DHA al
fosforo y del ATP, a distancias proximas (= 5 A) a las necesarlas  para la transferencia de fosfato. (I)
En esta conformac10n se observa un puente de hidrogeno de Thr''? (dominio K) con el grupo 6-amino
del ATP (unido al dominio L enfrentado ;Y otro puente de hidrogeno de Lys™™* (dominio K) con el
carbonilo del esqueleto peptidico de Arg™’ o de Ala™® (domlnlo L), interacciones bien posicionadas
para estabilizar la forma cerrada del centro activo. (m) La unién de FAD (docking) a uno de los
centros activos de hTKFC ocurre de forma similar a la uniéon de ATP. (n) El FAD puede adoptar una
conformacion con el grupo 4’-OH bien orientado para un ataque nucleofilico interno sobre el fosforo
proximal, como se espera que ocurra en la reaccidon monosustrato de la actividad liasa ciclante. (o) Los
dominios K y L, expresados por separado, carecen de actividad quinasa, mientras que el dominio L
(pero no el K) es activo como FMN ciclasa, con una k., proxima al 50% de hTKFC, aun ue con una
Ky 10 veces mayor que hTKFC. (p) Mutaciones en aminoacidos clave del dominio K (Thr''? e His™")
eliminan o afectan fuertemente a las actividades quinasa, gon efectos parc1ales sobre la FMN ciclasa.
(q) Mutaciones en am1noac1dos clave del dominio L (Asp Asp y Asp™ %) eliminan las actividades
quinasa y ciclasa, o bien (Cys** y Ser**) afectan parc1almente en distinto grado, a ambas actividades.



Executive Summary

Two enzymes have been independently studied: Mn®"-dependent ADP-ribose/CDP-alcohol
diphosphatase (ADPRibase-Mn) and triokinase/FMN cyclase (TKFC), both obtained by expression of
cloned sequences in bacteria. Their activities and their active centers have been studied by enzymatic
analysis, HPLC, molecular modeling, mutagenesis and heterologous expression as major techniques.

ADPRibase-Mn was discovered in our laboratory, in rat liver, by its Mn”"-dependent
hydrolytic activities on ADP-ribose and CDP-alcohols (EC 3.6.1.15). It was also identified by
molecular cloning as the catalytic prototype of a metallophosphatase family (classified in SCOP as
ADPRibase-Mn-like) of which the structural prototype was a Danio rerio (zebrafish) protein without
known biochemical function. In this Thesis, we have studied ADPRibase-Mn from rat and D. rerio
with the following major conclusions. (a) For the first time, structural and biochemical data are put
together for the same ADPRibase-Mn protein (the one from D. rerio). (b) Rat ADPRibase-Mn
hydrolyzes the phosphoanhydride linkage of cyclic ADP-ribose (cADPR) to form N'-(5-
phosphoribosyl)-adenosine 5’-monophosphate (pRib-AMP) as the only product, being the first
enzyme found to display this kind of activity. (¢) D. rerio ADPRibase-Mn has phosphodiesterase
activity on 2°,3"-cAMP, which yields 3'-AMP as the major product. (d) D. rerio ADPRibase-Mn
responds to Mn”" different than the rat enzyme, as while the latter displays hyperbolic Mn>" saturation
curves, the former shows different curve types depending on the substrate. (e¢) The active center of
ADPRibase-Mn proteins is located in a closed structural pocket where the substrates fit by molecular
modeling techniques (docking). (f) A water molecule present in D. rerio ADPRibase-Mn crystals,
bound to the dimetal center of the protein, can make an in-line attack over the P atom of the scissile P—
O bond of the substrates, with the significant exception of cADPR which is not hydrolyzed at
significant rates. (g) The side chain of His’” forms a hydrogen bridge with the O atom of the scissile
P-O bond, and may act as a catalyst by orientation, with the exception of the hydrolysis of the rigid
substrate 2°,3"-cAMP, which is scarcely affected in the HO7A mutant of D. rerio ADPRibase-Mn.

TKFC is a protein with dual enzyme activity: triose kinase or triokinase, that phosphorylates
dihydroxyacetone (DHA) or D-glyceraldehyde (GA) (EC 2.7.1.28) using ATP as donor, and FAD-
AMP cyclizing lyase or FMN cyclase, that splits FAD by an internal attack yielding AMP and
riboflavin 4°,5"-cyclic phosphate or cyclic FMN (EC 4.6.1.15), as discovered in our laboratory. In this
Thesis, we have studied human TKFC (hTKFC) with the following major conclusions. (h) In a
homodimeric structure of hTKFC, modeled by homology to Citrobacter braaki DHA kinase, each
subunit contains two globular domains (K1 and L1; K2 and L2) linked by a long spacer, such that the
domains L2-K1-K2-L1 are almost linearly distributed in the dimer. (i) Substrates DHA and ATP bind
to active centers open between domains K1L2 and K2L1, with DHA covalently bound to His™' (K
domain) and ATP interacting with the L domains, with the adenine ring in a hydrophobic pocket,
ribose in hydrogen bond with Asp’*®, and the triphosg)hate coordinated to two metal ions which
themselves are coordinated by Asp>®’, Asp*”' and Asp*®. (j) In this structure, the distance between
DHA and ATP is about 14 A, too large for the phosphate transfer reaction. (k) In molecular dynamics
simulations of the hTKFC:2ATP:2DHA complex, the closing of one of the active centers takes place
with a marked approximation of a DHA hydroxyl to the y-phosphorus of ATP, at a distance of = 5 A,
almost as needed for the phosphate transfer. (I) In this conformation, hydrogen bonds of Thr'"* (K
domain) with the 6-amine group of ATP (bound to the opposed L domain), and of Lys*** (K domain)
with the backbone carbonyl of Arg*” or Ala’*® (L domain) were observed and seemed well positioned
to stabilize the closed active center. (m) The docking of FAD to one of the hTKFC active centers
occurs in a way that resembles the binding of ATP. (n) Bound FAD can adopt conformations with its
4’-OH group well oriented for an internal nucleophilic attack over the proximal phosphorus, as
expected to occur in the monosubstrate reaction of the cyclizing lyase activity. (o) The K and L
domains, separately expressed, are devoid of kinase activity, whereas the L, but not the K domain, is
active as FMN cyclase with a k. near to the 50% of hTKFC, but with a Ky 10-fold higher than
hTKFC. (p) Point mutants of key amino acids of the K domain (Thr'"? and His™") eliminate or
strongly affect the kinase activities with only partial effects on FMN cyclase. (q) Point mutants of key
amino acids of the L domain either eliminate kinase and cyclase activities (Asp o Asp403 and Asp556)
or affect both partially to different degrees (Cys*"* and Ser**).

B

Xi






Preambulo

La finalidad de este preambulo es explicar las razones por las que esta Tesis Doctoral
tiene dos capitulos, cada uno dedicado a una proteina enzimatica diferente: ADP-ribosa/CDP-
alcohol difosfatasa dependiente de Mn>" o ADPRibasa-Mn (seccion 1) y trioquinasa/FMN
ciclasa o TKFC (seccion 2).

El Grupo de Enzimologia de la Universidad de Extremadura, dentro de cuyo
laboratorio se ha desarrollado este trabajo, tiene como leitmotiv de sus investigaciones el
estudio de enzimas activas sobre derivados nucleotidicos bioldgicos cuyas estructuras son
variaciones de la estructura general de los nucleotidos. Las dos proteinas estudiadas en esta
Tesis forman parte de esa linea de investigacion.

Unos afios antes de comenzar mi trabajo, en el laboratorio se habia identificado
molecularmente y se habia clonado un ¢cDNA codificador de la proteina TKFC humana [1].
Coincidiendo con mi incorporacion al Grupo, se estaba desarrollando el estudio enzimatico
detallado de la TKFC humana recombinante, como tema de otra Tesis Doctoral recientemente
defendida [2], y hacia poco tiempo que se habia logrado identificar y clonar la ADPRibasa-
Mn de rata [3], en cuyo estudio bioquimico se estaba trabajando en aquel momento.

Durante los afios de mi colaboracion con el Grupo de Enzimologia, mi trabajo se
dividio entre ambas proteinas, y en los dos casos se aplicod a la consecucion de objetivos de
caracterizacion enzimatica, identificacion de aminoécidos implicados en los centros activos
por experimentos de mutagénesis dirigida y simulaciones informaticas de unioén de sustratos y
dindmica molecular. A pesar de que éstos son puntos de contacto muy claros entre las dos
partes de mi Tesis Doctoral, se trata de aspectos de tipo metodologico. Por ello, nos parecid
totalmente necesaria la presentacion en dos capitulos independientes en cuanto a sus
respectivas secciones de Introduccion, Resultados y Discusion. Sin embargo, era factible
presentar, y asi lo hemos hecho, secciones Unicas de Materiales y Métodos, Conclusiones y
Bibliografia.

En cada uno de los dos capitulos de la Tesis Doctoral se presentan como antecedentes,
dentro de las respectivas secciones de Introduccion, todos aquellos aspectos del estudio de
estas proteinas en los que no he participado, y como Resultados, aquellos otros de los que he
sido responsable principal o bien colaborador activo dentro del equipo de investigacion.






1. ESTUDIOS DE LAS ACTIVIDADES Y CENTRO ACTIVO DE LA
ADPRibasa-Mn DE RATTUS NORVEGICUS Y DE DANIO RERIO *

1.1 Antecedentes

La enzima ADP-ribosa/CDP-alcohol pirofosfatasa dependiente de Mn*" (ADPRibasa-
Mn; EC 3.6.1.53) fue identificada por primera vez en extractos de higado de rata (Rattus
norvegicus) [7] y mas tarde clonada a partir de un cDNA de higado de rata y expresada en E.
coli [3,4]. Al comenzar esta Tesis se conocia que la enzima de rata hidroliza el enlace
fosfoanhidrido de ADP-ribosa, CDP-alcoholes y ADP (Figura 1), una especificidad algo
inesperada por las diferencias entre los dos tipos de sustratos NDP-X, y porque compuestos
como ADP-glucosa y CDP-glucosa no son hidrolizados.

En mamiferos, la ADPRibasa-Mn es miembro de un grupo de hidrolasas celulares con

actividad sobre ADP-ribosa que es convertida a AMP y ribosa-5-fosfato [7,8]:

- ADPRibasa-1 o ADP-ribosa pirofosfatasa I: citosdlica, hidroliza solamente ADP-ribosa y
el sustrato no fisiologico IDP-ribosa en presencia de Mg®', aunque su especificidad se
hace menos estricta en presencia de Mn>". Es una proteina de la superfamilia Nudix
codificada por el gen NUDT9 [9].

- ADPRibasa-m o ADP-ribosa pirofosfatasa mitocondrial: tiene una especificidad similar a
la ADPRibasa-I y es codificada por el mismo gen [10].

- ADPRibasa-II o ADP-ribosa pirofosfatasa II: también citosolica, es menos especifica que
las anteriores. Su especificidad disminuye ain mas en presencia de Mn>". Es una proteina
Nudix codificada por el gen NUDTS5, denominada también como ADP-azucar
pirofosfatasa [11,12].

- ADPRibasa-Mn: estudiada en esta Tesis, también citosolica, es distinta de las otras
hidrolasas por requerir Mn>" para su actividad sobre ADP-ribosa y por no ser una proteina

' Los primeros resultados de esta Tesis, correspondientes a estudios de modelado molecular del centro activo de
la ADPRibasa-Mn de R. norvegicus, estan publicados [4] junto a su clonaciéon molecular y a estudios
bioquimicos y bioinformaticos de expresion tisular, aspectos que no son parte formal de la Tesis. La mayor parte
de los restantes resultados de la Tesis, relativos a las ADPRibasa-Mn de R. norvegicus y D. rerio, estan incluidos
en sendas publicaciones [5,6] de las cuales nuestros resultados constituyen una parte muy sustancial. Estas tres
publicaciones estan incluidas en el suplemento CD-ROM de la Tesis. Algunos resultados adicionales de
modelado molecular de la ADPRibasa-Mn de rata, incluidos en esta memoria, estdn todavia inéditos.
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Nudix, sino que pertenece a la superfamilia de las metalofosfatasas con un centro metalico
dinuclear [4,7].

- Nucleotido pirofosfatasa o fosfodiesterasa I de amplia especificidad: ectoenzimaticas,
ademas de ADP-ribosa, hidrolizan todo tipo de derivados fosfodiéster o fosfoanhidrido de
5 -nucleétidos [7,13].

Entre todas estas enzimas, los niveles intracelulares de ADP-ribosa en mamiferos son
probablemente controlados mas eficazmente por la ADPRibasa-I, que presenta un valor de
Ky (sub)micromolar para dicho sustrato, aunque es posible también la intervencion de otras
enzimas [9,10,14,15,16].

La ADPRibasa-Mn requiere Mn** como activador a concentraciones de orden
micromolar, y no es activada por Mg”", incluso a concentraciones de orden milimolar [7]. Fue
esta especificidad lo que permitio distinguirla de las otras enzimas con actividades
ADPRibasa en los extractos de higado de rata donde fue aislada originalmente (Figura 2). Las
concentraciones micromolares de Mn®" necesarias para activar la enzima son compatibles con
los niveles conocidos de este metal en hepatocitos de rata [17].

El andlisis por espectrometria de masas de la huella peptidica ha permitido identificar
a la ADPRibasa-Mn aislada de higado de rata como un producto del gen RGD1309906, que
entre eucariotas tiene ortdlogos solamente en vertebrados, plantas y algas, no encontrandose
en invertebrados y hongos. En el raton (Mus musculus), el gen ortdlogo es 2310004124Rik y
en humanos (Homo sapiens) c170rf48 .

Existen indicios de que la ADPRibasa-Mn tiene una funcion en el sistema inmunitario
de vertebrados. Esto es apoyado por analisis de la expresion del gen 2370004124 Rik en tejidos
de raton mediante una micromatriz de cDNA. Este gen es preferentemente expresado en
células inmunitarias respecto a células no inmunitarias [18]. Ademas, en rata, los niveles de
mRNAs de ADPRibasa-Mn y la actividad ADPRibasa-Mn son més elevados en timo y bazo
que en otros tejidos (Figura 2) [4]. El papel de la ADPRibasa-Mn en el sistema inmunitario
podria estar relacionado con la funcién de segundo mensajero de la ADP-ribosa. Esta forma
parte de la red de reguladores derivados de NAD(P)'. Se genera a partir de NAD por
hidrolisis del enlace N-glicosidico entre la nicotinamida y la ribosa, pero también puede
formarse a partir de otros metabolitos de NAD [19,20]. La ADP-ribosa es un importante
regulador intracelular de canales ionicos. Participa en la activacion de los canales TRPM?2
(transient receptor potencial melastatin channel-2), involucrados en la muerte celular
mediada por Ca** [16,21,22,23,24,25]. El canal se abre en respuesta a ADP-ribosa, que actua
como un mediador de estrés oxidativo y nitrosativo. La enzima ADPRibasa-Mn podria
participar en el recambio de ADP-ribosa y en la terminacion de sus efectos en los canales
TRPM2. En este sentido es de destacar que todos los tejidos que expresan TRPM2 también
expresan ADPRibasa-Mn, pero la enzima es expresada en tejidos donde TRPM2 no lo es.
Esto sugiere por tanto otras funciones para la ADPRibasa-Mn, que podrian estar relacionadas
con su actividad sobre los CDP-alcoholes CDP-colina, CDP-etanolamina y CDP-glicerol. Los
dos primeros son intermediarios clave en las vias de la sintesis de fosfatidilcolina y
fosfatidiletanolamina, respectivamente [26,27]. La ADPRibasa-Mn podria tener un papel
regulador en el metabolismo fosfolipidico.

* Como resultado del trabajo de nuestro laboratorio, en buena parte correspondiente a esta Tesis, el nombre
oficial de estos genes se ha modificado, siendo actualmente ADP-ribose/CDP-alcohol diphosphatase,
manganese-dependent, y empleandose como simbolos ADPRM, Adprm o adprm, segln la especie de que se trate
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene?LinkName=gene _homologene&from_uid=287406).
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Figura 1: Reacciones catalizadas por la ADP-ribosa/CDP-alcohol pirofosfatasa dependiente de Mn®*
(ADPRibasa-Mn) de rata. A: La hidrdlisis del enlace fosfoanhidrido de ADP-ribosa produce AMP y ribosa-5-
fosfato. B: La hidrdlisis de un CDP-alcohol, en este caso CDP-colina, produce CMP y el correspondiente
fosfoalcohol, en este caso fosfocolina. La enzima también tiene actividad sobre CDP-etanolamina y CDP-
glicerol. C: La hidrdlisis del enlace fosfoanhidrido de ADP produce AMP y fosfato.
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Figura 2: Separacion de tres ADP-ribosa pirofosfatasas (ADPRibasas) por cromatografia de intercambio
ionico a partir de diversos tejidos. Esta figura estd tomada de la referencia [4]. Se muestra la actividad sobre
ADP-ribosa en las fracciones cromatograficas recogidas durante la eluciéon de una columna de DEAE-celulosa
con un gradiente de KCI 50-400 mM. La buena resolucion de las actividades de ADPRibasa-I, ADPRibasa-Mn y
ADPRibasa-II permitié su cuantificacion individual. La actividad ADP-ribosa hidrolasa fue valorada en la
presencia de MgCl, (O) o MnCl, (@) y se presenta normalizada para un gramo de proteina tisular. Se observa la
mayor actividad de ADPRibasa-Mn en células inmunitarias.
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La secuencia de aminodcidos de la ADPRibasa-Mn permite identificarla como
perteneciente a la superfamilia de las fosfatasas dependientes de metales o metalofosfatasas
(SCOP ID 56300; http://supfam.org/SUPERFAMILY) [4] y descartar que se trate de una
proteina Nudix, superfamilia a la que pertenecen ADPRibasa-I, ADPRibasa-m y ADPRibasa-
IT [28,29]. Las proteinas de la superfamilia de las metalofosfatasas contienen un centro
dimetalico (con iones iguales o diferentes en diversas combinaciones), el motivo de estructura
secundaria fopof insertado en un plegamiento compuesto por cuatro capas, dos hojas
plegadas B flanqueadas por dos hélices a, y la secuencia conservada dispersa y repartida en
cinco regiones: DX[H/X]X,GDXX[D/X]X,GNH[D/E]|X,[G/X]HX,GHX[H/X] [30,31,32,33].
Esta superfamilia (http://supfam.org/SUPERFAMILY/cgi-bin/scop.cgi?sunid=56300) se
subdivide actualmente en doce familias. La més reciente adicién a esta lista es la familia
denominada "Similar a ADPRibasa-Mn" (4DPRibase-Mn-like), que se cre6 basandose en dos
aspectos: (i) la estructura tridimensional de una proteina del pez cebra Danio rerio, que fue
seleccionada para su analisis estructural por el Center for Eukaryotic Structural Genomics
(University of Wisconsin, Madison) como parte de un proyecto de determinacion de
estructuras proteicas a gran escala [34] y que se encuentra depositada en el Protein Data Bank
con el codigo de acceso 2NXF [35]; (ii) la clonacion molecular y caracterizacion funcional en
nuestro laboratorio de la ADPRibasa-Mn de rata, que resulto ser el probable ortélogo de la
proteina de pez cebra [4]. Las estructuras de estas proteinas, una experimental y la otra
teodrica, presentan las caracteristicas generales de la superfamilia. Aunque no esta totalmente
claro qué metales ocupan el centro activo, algunos datos apuntan que podria ser Mn y Fe [35].

En la Figura 3 se presenta la estructura experimental de la ADPRibasa-Mn de pez
cebra, en la que estan presentes un i6n fosfato en la hendidura que posiblemente alberga el
centro activo y cuatro iones metalicos, identificados como zinc, dos de ellos en el centro
activo con factores de ocupacion elevados (80 %), y otros dos més alejados con factores de
ocupacion bajos (10-20 %). Por otra parte, en bases de datos como ModBase y SWISS-
MODEL Repository estan disponibles varios modelos tedricos de proteinas ortdlogas de
ADPRibasa-Mn basados en la estructura cristalografica de la proteina de pez cebra. La
estructura tedrica correspondiente a la ADPRibasa-Mn de rata se presenta también en la
Figura 3.

Partiendo de lo descrito arriba, nuestro trabajo sobre estas proteinas se dedicod en
primer lugar a completar el estudio de la ADPRibasa-Mn de rata ya iniciado en nuestro
laboratorio [4]. Para definir su centro activo, se aplicaron técnicas de simulaciéon de union
(docking) de ADP-ribosa a la estructura tedrica. Como consecuencia de estas simulaciones,
descubrimos que la proteina podia unir también ADP-ribosa ciclica (cADPR) y demostramos
experimentalmente que este compuesto es hidrolizado por la ADPRibasa-Mn de rata de una
forma completamente novedosa para este conocido regulador del calcio. En una segunda fase
de nuestro estudio de las proteinas ADPRibasa-Mn, nos centramos en la ADPRibasa-Mn de
pez cebra, incluyendo estudios bioquimicos y de bioinformatica estructural, que entre otras
cosas nos condujeron a definir enzimaticamente la proteina como ADPRibasa-Mn, a
encontrar otra nueva actividad de estas proteinas sobre AMP 2’3 -ciclico (2°,3'-cAMP), y a
delimitar diferencias importantes entre la ADPRibasa-Mn de pez cebra y la de rata respecto a
sus respuestas al Mg”" y a su capacidad para hidrolizar cADPR.
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Figura 3: Estructura de la ADPRibasa-Mn. A: Estructura tridimensional, determinada por rayos X, de una
proteina de 322 aa (PDB ID 2NXF; del pez cebra Danio rerio; contiene solo los aa 16-322 [35]) cuya secuencia
presenta un 51% de identidad con la ADPRibasa-Mn de rata. En la parte central se observa un conjunto de cuatro
capas o/f/p/a, tipico de metalofosfoesterasas, formado por dos hélices a (verdes), dos hojas plegadas  (azules) y
otras dos hélices a. En la parte central superior aparecen dos iones que forman un centro dimetalico (esferas
amarillas grandes), al cual estd ligado una molécula de fosfato incluida en los cristales de proteina. A la
izquierda aparecen otros dos iones metalicos detectados con un bajo factor de ocupacion (esferas amarillas
pequefias). B: Modelo teérico de la ADPRibasa-Mn de rata (gris) tomado de SWISS-MODEL Repository
(ntimero de acceso QSM886) y solapado con el modelo experimental de la proteina de D. rerio (azul). Notese la
gran similitud entre ambas estructuras. C: Imagen estereoscopica del centro activo de la proteina de pez cebra,
evidenciando los dos iones metalicos (esferas amarillas) coordinados por residuos de proteina, un i6n fosfato (en
rojo y marrén) y una molécula de agua (esfera roja). Los residuos de proteina estan coloreados por elemento: C,
azul claro; N, azul oscuro; O, rojo. Todos los aminoacidos representados estan conservados, en identidad y
posicion espacial, en la ADPRibasa-Mn de rata (los nimeros entre paréntesis corresponden a la secuencia
aminoacidica de esta tltima).




1.2 Resultados: ADPRibasa-Mn de rata

1.2.1 Definicion del centro activo por simulacion de la union de ADP-ribosa a una
estructura tedrica de la ADPRibasa-Mn de rata

A la vista de las estructuras de las ADPRibasa-Mn de rata y de pez cebra, todo
indicaba que el centro activo de la enzima debia ser una hendidura en cuyo fondo se ubican
los iones del centro dimetalico y en la cual la proteina de pez cebra presenta unida una
molécula de fosfato (Figura 3). Si esta suposicion es cierta, en dicha hendidura deberia
poderse acomodar una molécula de sustrato. Para comprobarlo, utilizando el programa
AutoDock [36], se simulo la union de la ADP-ribosa a la estructura teorica de la ADPRibasa-
Mn de rata (modelos preparados como se describe en las secciones 3.8.1 y 3.12) en una caja
espacial que incluia dicha hendidura. De manera independiente, se obtuvieron 100 poses
distintas de la ADP-ribosa dentro del espacio de busqueda seleccionado (seccion 3.9). Los
resultados mostraron claramente que el sustrato encajaba en la hendidura de la ADPRibasa-
Mn en cuyo fondo se encuentra el centro dimetélico. La Figura 4. ABC muestra distintas vistas
de la pose energéticamente mas favorable de la ADP-ribosa. El ligando esta en una
conformacion relativamente extendida en forma de V, con el grupo pirofosfato cargado
negativamente proximo al centro dimetalico positivo. El fosfato f de la ADP-ribosa se liga a
los dos metales en puente bidentado, con los atomos de O del fosfato a 1,69 y 1,51 A de Zn-1
y Zn-2, respectivamente. Esta forma de unidén en puente bidentado es similar a la observada
con el fosfato presente en la estructura cristalina de la ADPRibasa-Mn de Danio rerio [35],
aunque las distancias en el modelo de docking a la ADPRibasa-Mn de rata son mds cortas.
Como se verd mas adelante, esta diferencia puede deberse a que en el modelo tedrico de la
proteina de rata no se incluyd una molécula de agua que en la estructura cristalina de la
proteina de D. rerio esta coordinada con el nucleo dimetalico (ver seccion 1.3.6). La
identificacion de residuos aminoacidicos que en el modelo de docking pueden interaccionar
con la ADP-ribosa se llevo a cabo analizando la estructura con los programas LIGPLOT [37]
y VMD [38]. Esta cuestion se trata con detalle en la seccion 1.2.5.

Es de notar que alguna de las 100 poses generadas por AutoDock, teniendo un nivel de
energia mas elevado (-9,00 kcal/mol) que la pose 6ptima (-10,13 kcal/mol), presentaba el
ligando orientado "al revés" (Figura 4.D), es decir, con la mitad adenina ocupando una
posicion que en la pose de menor energia es ocupada por la ribosa-2. En esta pose "invertida",
es el fosfato a el que se liga a los dos metales en puente bidentado con los atomos de O del
fosfato. Este anclaje de la ADP-ribosa en dos orientaciones opuestas no es de extrafiar, pues el
fragmento ribosa-fosfato-fosfato-ribosa es simétrico en torno del O fosfoanhidrido. A falta de
mas datos, la naturaleza de la reaccion catalizada por la ADPRibasa-Mn, en la que se
hidroliza la unién fosfoanhidrido de ADP-ribosa, es posiblemente compatible con cualquiera
de las dos poses.
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Figura 4: Modelos teéricos del complejo ADPRibasa-Mn(rata):ADP-ribosa. Los modelos se obtuvieron por
simulacion de docking empleando el programa AutoDock. Los dos iones del centro dimetalico se muestran como
esferas amarillas y la ADP-ribosa se muestra en varillas gruesas de color azul (adenina), verde (ribosa-1 y
ribosa-2, respectivamente proximal y distal respecto al grupo adenina en la ADP-ribosa) y magenta (pirofosfato).
A: Vista general de la proteina con la ADP-ribosa unida en el sitio activo. B: Vista parcial de la superficie
molecular de la proteina (vista desde arriba en A) mostrando la hendidura del sitio activo, con la ADP-ribosa vy,
al fondo, los dos iones metalicos. C: Vista estereoscopica de la mejor pose de ADP-ribosa obtenida por docking,
con representacion de los residuos que participan en la unién a los iones del centro dimetilico’ o que
interaccionan con el sustrato . Ademés de las interacciones presentadas en esta figura, mas adelante se
presentan resultados obtenidos al analizar estos y otros modelos con el programa VMD (seccion 1.2.5). D y E:
Poses alternativas de la ADP-ribosa, en las que el sustrato se posiciona (D) con la orientacion contraria que en
ABC o (E) con la adenina por encima de la mitad pirofosfato y cerca de la ribosa-2, en una forma que recuerda
lejanamente la estructura de cADPR y que condujo a la hipétesis de que éste compuesto podria encajar en el
centro activo de la ADPRibasa-Mn (véase la Figura 5).

" Los iones metalicos aqui designados como Zn-1 y Zn-2 corresponden a los iones metalicos identificados en el
PDB 2NXF de la ADPRibasa-Mn de D. rerio como Zn401 y Zn402, respectivamente. Zn-1 esta coordinado con
las cadenas laterales de Asp™, Gln®’, Asp’* e His*®, y Zn-2 esta coordinado con las cadenas laterales de Asp’*,
Asn''®, His**' e His*™®, estando la cadena lateral de Asp™ coordinada en puente con los dos metales por
intermedio del mismo oxigeno carboxilico.

" Estos residuos fueron identificados [4] mediante el programa LIGPLOT [37]. Con este programa se detectaron
puentes de hidrogeno del fosfato a (proximal respecto a la adenosina) con los aminoacidos Arg* e His''!, asi
como del oxigeno fosfoanhidrido con Asn''"’ e His'''. La interaccion de His''' por intermedio del hidrogeno He2
simultdineamente con los oxigenos del fosfato a y fosfoanhidrido constituiria un ejemplo de un puente de
hidrogeno bifurcado. El fosfato f (ligado a la ribosa-2) interacciona con los iones metalicos. También se
detectaron contactos atomicos de los anillos de la ribosa-1 y de la ribosa-2 con Phe*"’ y Cys™’, respectivamente,
y de la adenina con Leu'”®. Todas estas interacciones fueron comprobadas al analizar el modelo estructural con
el programa VMD. Con los criterios empleados al aplicar este programa no se pudo confirmar la formacion del
puente de hidrégeno del oxigeno fosfoanhidrido de la ADP-ribosa con His''', ni tampoco los puentes de
hidrégeno del fosfato B (distal respecto al grupo adenina) de la ADP-ribosa con los aminoacidos Gln*’, His*”® y
His**, todos ellos inicialmente indicados por LIGPLOT.
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Figura 5: Modelo teérico del complejo ADPRibasa-Mn(rata):cADPR. El modelo se obtuvo por simulacion
de docking empleando el programa AutoDock. Los dos iones del centro dimetalico se muestran como esferas
amarillas y la cADPR se muestra en varillas gruesas de color azul (adenina), verde (ribosa-1 y ribosa-2,
enlazadas al grupo adenina por los nitrégenos N9 y N1, respectivamente) y magenta (pirofosfato). A: Vista
parcial de la superficie molecular de la proteina (con el mismo punto de vista que la Figura 4.B). B: Vista
estereoscopica de la mejor pose de cADPR obtenida por docking, con representacion de los residuos que
participan en la union a los iones del centro dimetélico’ o que interaccionan con el sustrato” . Ademas de las
interacciones presentadas en esta figura, mas adelante se presentan resultados obtenidos al analizar estos y otros
modelos con el programa VMD (seccion 1.2.5).

" Véase la misma nota de la Figura 4.

" Estos residuos fueron identificados mediante el programa LIGPLOT [37]. El atomo de oxigeno fosfoanhidrido
forma un puente de hidrégeno con el residuo Asn''’. El fosfato o (ligado a la ribosa-1) establece puentes de
hidrégeno con la cadena lateral de Arg®. El fosfato f (ligado a la ribosa-2) interacciona con los iones metalicos.
El anillo de la ribosa-1 mantiene contactos atdmicos con los residuos Leu'® y Phe?'’, la adenina con Phe?',
mientras que la ribosa-2 est4 en contacto con la cadena lateral de Cys™’. Ademas, aunque no se muestran en la
figura, la adenina también establece contacto con Phe’’, y la ribosa-2 con Val**>. Por otra parte, LIGPLOT no
detecta puentes de hidrogeno con His''' ni contactos con Thr*”, pero si lo hace el programa VMD. Sin embargo,
con este ultimo programa no se pudo confirmar la formacion de puentes de hidrogeno de cADPR con los
aminoacidos His*”® y His™™, puentes que inicialmente habian sido indicados por LIGPLOT.
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1.2.2 Identificacion de cADPR como un ligando del centro activo de la ADPRibasa-
Mn de rata

Entre las 100 poses generadas por AutoDock para la ADP-ribosa, se observd una, que
tenia un nivel energético similar a las anteriores (-10,10 kcal/mol), y que resultd interesante
porque nos hizo pensar en la posibilidad, hasta entonces no considerada, de que cADPR
pudiera encajar en el centro activo de la ADPRibasa-Mn. Se trata de la pose mostrada en la
Figura 4.E, en la que la ADP-ribosa aparece en una conformacion casi circular, con la ribosa-
2 de ADP-ribosa muy cerca de la adenina, de manera que recordaba la estructura de cADPR.
Eso nos llevdo a probar directamente el docking (seccion 3.9) de cADPR frente a la
ADPRibasa-Mn de rata (modelos preparados como se describe en las secciones 3.8.1 y 3.12),
y a encontrar que efectivamente la molécula encajaba en el centro activo con el grupo
pirofosfato cerca del centro dimetélico (Figura 5). De hecho, los grupos pirofosfato de la
ADP-ribosa y de cADPR ocuparon posiciones muy similares. Al igual que en la pose Optima
de la ADP-ribosa, el fosfato § de cADPR quedd coordinado con los dos metales en puente
bidentado a distancias cortas (1,63 y 1,67 A para Zn-1 y Zn-2, respectivamente). Mientras que
las mitades adenosina y ribosa de la pose optima de la ADP-ribosa se extienden hacia el
exterior del bolsillo de unién en direcciones opuestas (Figura 4.BC), en la cADPR la adenina
queda por encima del grupo pirofosfato, con los metales por debajo (Figura 5). La pose
obtenida por docking sugirio inmediatamente que la cADPR unida a la ADPRibasa-Mn de
rata podia representar un complejo enzima-sustrato. La identificacion de residuos
aminoacidicos que en el modelo de docking pueden interaccionar con cADPR se llevo a cabo
analizando la estructura con los programas LIGPLOT y VMD. Esta cuestion se trata con
detalle en la seccion 1.2.5.

1.2.3 Hidrdlisis de la union fosfoanhidrido de cADPR por la ADPRibasa-Mn de rata
formando N*-(5-fosforribosil)-adenosina-5"-monofosfato o pRib-AMP como
producto

Los resultados de las simulaciones de docking descritos en el apartado anterior nos
llevaron directamente a investigar si cCADPR era sustrato de la ADPRibasa-Mn. Para ello,
analizamos por HPLC muestras de cADPR incubadas con ADPRibasa-Mn de rata en
presencia de Mn”", encontrando que se formaba un compuesto distinto de cADPR, ADP-
ribosa y AMP a juzgar por su tiempo de retencion (Figura 6). Estos cromatogramas de HPLC
se registraron simultdneamente a 260 nm y a 310 nm con una fase movil ajustada a pH 8,5. A
este valor de pH, la adenina absorbe fuertemente a 260 nm, pero practicamente no absorbe a
310 nm, mientras que la adenina ribosilada en N' absorbe a las dos longitudes de onda
[39,40,41]. El pico detectado a los 9 min en los cromatogramas presentaba las caracteristicas
espectroscopicas de la adenina ribosilada en N ! con un cociente A310/4260 igual a 0,15, similar
al de cADPR (Figura 7). Parecia por lo tanto que la ADPRibasa-Mn hidrolizaba la union
fosfoanhidrido de cADPR produciendo pRib-AMP (Figura 8). La identificacion de este
compuesto se hizo de la siguiente forma.

13



Joaquim Rui Rodrigues

cADPR ADP-ribose
AMP + l pRib-AMP

Control l i

"

A310

A

1 min reaccioén

30 min reaccién

60 min reaccién

—N—

Coelucion con producto quimico

SO VA S—

—_ —

LN

Producto quimico

0 2 4 6 8 10
Tiempo de retencién (min)

Figura 6: Conversion de cADPR en pRib-AMP por la ADPRibasa-Mn de rata. Una mezcla de reaccion de
ADPRibasa-Mn (10 pg/ml) con cADPR comercial 100 uM, que contenia un 18% de contaminaciéon de ADP-
ribosa ("Control"), se incubd en las condiciones estandar de valoracion (seccion 3.7.1). Tras los tiempos de
incubacion sefialados se tomaron muestras de 20 pl que se analizaron por HPLC (seccion 3.6, método 4). Para
identificar el producto formado como pRib-AMP (pico a los 8,8 min), otra muestra igual, que habia incubado
durante 75 min, se co-cromatografiéo en proporcion 1:3 con cADPR hidrolizado quimicamente por tratamiento
con tert-butoxido en dimetilsulféxido [41] para generar pRib-AMP (seccion 3.1.4).
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Figura 7: Espectro ultravioleta de pRib-AMP producido por la ADPRibasa-Mn. Los espectros de pRib-
AMP, cADPR, AMP y ADP-ribosa se registraron a pH 8,5, a partir de los picos correspondientes en la Figura 6,
empleando un detector de diodos.
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Es conocido que el pRib-AMP puede generarse quimicamente a partir de cADPR por
tratamiento con tert-butoxido en dimetilsulféxido [41]. El pRib-AMP obtenido por este
procedimiento coeluy6 con el pico de tiempo de retencion 9 min formado por la ADPRibasa-
Mn (Figura 6).

cADPR es resistente a fosfatasa alcalina porque carece de fosfatos terminales,
mientras que pRib-AMP contiene dos fosfatos tedricamente sensibles a la fosfomonoesterasa.
La presencia de estos fosfatos terminales fue confirmada por medidas de P; hechas después de
tratar el supuesto producto enzimatico pRib-AMP con fosfatasa alcalina: se detectaron 1,91 +
0,03 mol (n = 3) de P; por mol de cADPR hidrolizado por la ADPRibasa-Mn (al omitir el
tratamiento con fosfatasa se detectaron sélo 0,13 + 0,04 mol).

Es también conocido que la union entre el grupo ribosilo y la posicion N' de la
adenina es termoldbil y, en el caso de cADPR, se hidroliza a la temperatura de ebullicion,
formando ADP-ribosa [42]. Por lo tanto, era de esperar que el mismo tratamiento convirtiera
pRib-AMP en una mezcla equimolar de ribosa-5-fosfato y AMP. Para demostrarlo, el
producto enzimatico se incubd 15 min en un bafio en ebullicion y la cantidad de ribosa-5-
fosfato y AMP formados se midieron enzimaticamente, encontrando 1,00 = 0,04 mol de D-
ribosa-5-fosfato y 0,97 + 0,08 mol de AMP (n = 3) por mol de cADPR hidrolizado por la
ADPRibasa-Mn y después calentado.

Este conjunto de evidencias demuestra sin lugar a dudas que la ADPRibasa-Mn
hidroliza la unidon fosfoanhidrido de cADPR. Para comparar cuantitativamente esta actividad
con la que la enzima tiene sobre otros sustratos, se estudio la cinética de saturacion de la
enzima por cADPR (0-1500 puM) (Figura 9), midiendo para ello la velocidad inicial de
acumulacion del producto pRib-AMP por HPLC. Este experimento dio un valor de ke 0,87 £
0,04 s' y un valor de Ky 170 pM. La eficacia catalitica o constante de especificidad
resultante (ke/Knv) fue por tanto alrededor de 5100 M's”, 65 veces menor que la
correspondiente a la hidrdlisis de ADP-ribosa [4]. Para ver los detalles de esta comparacion,

puede consultarse mas adelante la Tabla 1.

1.2.4 Exploracion del comportamiento del centro activo de la ADPRibasa-Mn de
rata por simulaciones de la dinamica de la proteina y sus complejos con ADP-ribosa
y cADPR

Estas simulaciones dindmicas se hicieron como complemento de las simulaciones de
docking que habian conducido a los modelos mostrados en la Figura 4 y Figura 5. En los
calculos de docking hechos con AutoDock, las proteinas son tratadas como moléculas rigidas
y so6lo se permite flexibilidad en la molécula de ligando. En las simulaciones dindmicas, tanto
la proteina como el ligando son tratados como estructuras flexibles, no rigidas. Obviamente,
las proteinas en disolucion tienen un importante grado de flexibilidad que puede dar lugar a
fendmenos como el clasico ajuste inducido que puede producirse en las proteinas enzimaticas
al unirse al sustrato. Los modelos de la Figura 4.B y Figura 5.A presentan imagenes de los
complejos ADPRibasa-Mn:ADP-ribosa y ADPRibasa-Mn:cADPR en los que el sustrato
aparece incluido en una forma proteica cerrada que parece poco probable que corresponda a la
conformacién en la que se encuentra el centro activo inmediatamente antes de la entrada del
sustrato. Hay que tener en cuenta que la estructura tedrica de la ADPRibasa-Mn de rata esta
modelada a partir de la estructura cristalina de la ADPRibasa-Mn de pez cebra. Nada obliga a
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Figura 8: Hidrdlisis de la union fosfoanhidrido de cADPR por la ADPRibasa-Mn para generar pRib-
AMP. Este patron fosfohidrolitico de reaccion y la identificacion del producto como pRib-AMP esta apoyado
por la demostracion de que (i) el producto generado por la enzima contenia dos grupos fosfato liberables por
fosfatasa alcalina, frente a ninguno del sustrato cADPR, (ii) el espectro ultravioleta del producto a pH 8,5 era
igual que el de cADPR, incluyendo un hombro a 300 nm, tipico de la unién N'-glicosidica con la base adenina,
(iii) la incubacién del producto en un bafio de agua hirviendo durante 15 min lo convirtié en AMP y D-ribosa-5-
fosfato (valorados enzimaticamente; seccion 3.7.4).
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Figura 9: Cinética de saturacién de la actividad cADPR fosfohidrolasa de la ADPRibasa-Mn de rata. Se
prepararon y analizaron mezclas de reaccion que contenian MnCl, 100 pM, concentraciones variables de
cADPR y una cantidad de ADPRibasa-Mn apropiada para obtener velocidades de hidrolisis de cADPR lineales
respecto a la cantidad de enzima y al tiempo de incubacion. Los analisis se hicieron por HPLC, midiendo la
formacion del producto pRib-AMP (seccion 3.7.1). Las velocidades iniciales de reaccion se dan en términos de
sustrato hidrolizado. La ecuacion de Michaelis-Menten se ajusté a los puntos experimentales por regresiéon no
lineal. Los resultados representados son la combinacion de dos experimentos independientes ajustados
conjuntamente.

16



ADPRibasa-Mn: resultados de la proteina de rata

pensar que la proteina hubiera cristalizado con el centro activo en su forma abierta,
particularmente teniendo en cuenta que en dichos cristales el centro activo tiene unida una
molécula de fosfato que posiblemente imita, de manera parcial, la unién de sustrato. Los
modelos de la Figuras 4.B y 5.A pueden ser conformaciones cerradas, y una simulacion
dindmica podria dar alguna luz tedrica sobre conformaciones alternativas del centro activo.

Por otra parte, los calculos de docking permiten explorar amplios espacios
conformacionales a costa de emplear un modelo muy simplificado de las interacciones
proteina-ligando. En estas circunstancias, a veces, pueden originarse complejos que en
realidad son inestables. Esto puede dar lugar a trayectorias de dindmica en las que se produce
la disociaciéon del complejo [43]. En los complejos de las Figuras 4 y 5, la interaccion
electrostatica entre los iones metalicos y el grupo pirofosfato de los sustratos probados es muy
favorable y no parecia probable que se diera la disociacion del complejo, pero en cualquier
caso las simulaciones dindmicas servian también para poner a prueba esta posibilidad.

Teniendo en cuenta las razones anteriores, se hicieron simulaciones de 25 ns de
dindmica molecular en solvente explicito (seccion 3.10.1), partiendo de los mejores complejos
ADPRibasa-Mn:ADP-ribosa (Figura 4. ABC) y ADPRibasa-Mn:cADPR (Figura 5). También
se hizo como control una simulaciéon dindmica partiendo de la ADPRibasa-Mn de rata sin
ligando (Figura 3.B). Todos los modelos fueron preparados como se describe en la seccion
3.10.1. En el suplemento CD-ROM se presentan completas las tres simulaciones dinamicas:
sin ligando (Video 1), con ADP-ribosa (Video 2) y con cADPR (Video 3).

En la Figura 10 se presentan diversos analisis de las trayectorias dindmicas obtenidas.
En la Figura 10.A se resumen visualmente las fluctuaciones de la proteina, mediante la
superposicion de fotogramas a intervalos de 1 ns. En la Figura 10.B se cuantifican, en forma
de RMSFs, las fluctuaciones experimentadas por cada Co de la proteina respecto a su
posicion media durante la correspondiente simulacion tras eliminar los movimientos de
traslacion e rotacién’. Al hacer estas representaciones se observd que, en las tres
simulaciones, el nucleo central de la proteina se mantenia relativamente estable a lo largo del
tiempo simulado (Figura 10.A), y que las partes proteicas con mayores fluctuaciones eran,
con alguna excepcion, regiones sin estructura secundaria, correspondientes a lazos
intermedios entre hélices a o laminas 3 (Figura 10.B). Respecto a la distribucion de las
fluctuaciones por regiones de la proteina, en ausencia de ligando se observaron cinco regiones
de mayor movilidad (coloreadas en rojo): dos zonas que flanquean la boca del centro activo
(aa 34-41 y 201-205) y otras tres que se encuentran en la parte opuesta de la proteina (aa 1-15,
62-66 y 336-337). Las regiones aa 34-41, 62-66 y 201-205 presentaron una movilidad
disminuida en presencia de sustrato, mientras que la region aa 1-15 presentd en tales
condiciones mayor movilidad. A este respecto, debe tenerse en cuenta que el segmento aa 1-
15 estaba ausente en el modelo de la ADPRibasa-Mn de rata construido por homologia y fue
afiadido con el programa Modeller [44] (seccion 3.10.1). Su comportamiento en la simulacion
dindmica debe pues considerarse con especial precaucion.

? Para eliminar los efectos de los movimientos de traslacion y rotacion de la molécula, antes de calcular el

RMSF (root mean square fluctuation) las conformaciones obtenidas durante la trayectoria son alineadas con la

conformacion inicial, utilizando como referencia los Ca peptidicos. La RMSF mide entonces las fluctuaciones

de la posicion (v) de cada atomo en torno a sus posiciones medias (V) a lo largo del tiempo 7'y se calcula
. . 1oy -

mediante la expresion RMSF =— E(v, - v) .

t=1
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Figura 10: Dindmica molecular de ADPRibasa-Mn de rata y sus complejos ADPRibasa-Mn:ADP-ribosa y
ADPRibasa-Mn:cADPR. Las simulaciones se hicieron como se explica en la seccion 3.10.1. Se presentan en
forma animada en los Videos 1-3 (CD-ROM suplementario) y en las Figuras 10-18 se analizan distintos
aspectos. A: Resumen estatico de las trayectorias dindmicas por superposicion de 26 fotogramas a intervalos de
1 ns. El esqueleto proteico se representa como un fino tubo, coloreado segtin las fluctuaciones de los Ca., de azul
(0 A) a rojo (5 A). Los nimeros sefalan las regiones aminoacidicas mas moviles de la proteina. Los modelos
atomicos esféricos muestran los metales y los ligandos en su estado inicial (los movimientos de los ligandos se
resumen en la Figura 11). B: Fluctuacion de los Ca en torno a su posiciones medias, expresada en forma de
RMSF*. C: Divergencia de los Ca respecto a su posicion inicial, expresada en forma de RMSD* frente al
tiempo, calculado con todos los Ca. D: Como en C, pero excluyendo los trozos de mayor movilidad
identificados en A.

*Ver definiciones en las notas 3 y 4 al pie de las paginas 17 y 19.
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Otro aspecto general de los cambios sufridos por las estructuras proteicas durante las
simulaciones es su divergencia respecto a la estructura de partida. Esto se cuantifico midiendo
la variacién de RMSD* durante las trayectorias dindmicas, teniendo en cuenta todos los Co. y
tomando como referencia sus posiciones iniciales (Figura 10.C). En los tres sistemas
simulados, las graficas parten de un RMSD de cerca de 0,20 A, que corresponde a la
diferencia entre la estructura utilizada como referencia, obtenida en la minimizacién de
energia, y la estructura de partida de la simulacion, obtenida al terminar la fase de equilibrado
(seccion 3.10.1). En las tres simulaciones, hubo un aumento répido de la RMSD en los
primeros 0,2 ns, hasta 1,6-1,7 A, que es el resultado de suprimir las restricciones en las
posiciones de los atomos de la proteina. Después de este tiempo, la ADPRibasa-Mn
desprovista de ligando, experiment6 una divergencia mas rapida en los primeros 4 ns que los
sistemas con sustrato, para mantener un valor de RMSD relativamente estable durante el resto
de la trayectoria (~3,4 A en el periodo 5-25 ns). Los dos otros sistemas alcanzaron, de manera
progresiva, valores mas altos de RMSD: en la ADPRibasa-Mn:ADP-ribosa, la RMSD subi6
hasta 5,30 A a los 22,2 ns de tiempo simulado y en la ADPRibasa-Mn:cADPR hasta 5,61 A a
los 20,7 ns. (Figura 10.C). Estos aumentos de la RMSD en los complejos enzima-sustrato no
se deben a cambios generalizados de la estructura, sino a regiones particulares de la proteina.
Al excluir del analisis las zonas més moviles (Figura 10.D), los tres sistemas convergieron
hacia una meseta con valores de RMSD similares: los promedios de la RMSD en el periodo 5-
25 ns fueron 2,7, 22 y 2,6 A para ADPRibasa-Mn, ADPRibasa-Mn:ADP-ribosa y
ADPRibasa-Mn:cADPR, respectivamente.

En las simulaciones con ligandos, estos permanecieron en el sitio activo durante toda
la simulacidn, aunque presentaron alguna movilidad (Figura 11). En el caso de la ADP-ribosa
(Figura 11.A), el grupo pirofosfato ocup6 aproximadamente la misma posicion a lo largo de
toda la simulacién. Las ribosas presentaron mayor movilidad, pero los movimientos mas
significativos correspondieron a la adenina, que durante la simulacion exploré amplias
regiones del espacio, llegando incluso a girar 180° alrededor del enlace glicosidico. Al final
de la simulacion dinamica, la ADP-ribosa se encontraba en una conformacién mas extendida
que la original. En ningin momento, la ADP-ribosa se acerco a posiciones proximas a las dos
poses alternativas mostradas en la Figura 4.DE. En la simulaciéon con cADPR (Figura 11.B),
el fosfato f permaneci6 ligado a los metales en la misma posicion durante todo el tiempo, y
en general este ligando explord un espacio mas restringido que la ADP-ribosa. No obstante, la
cADPR sufrié diversos cambios de conformacion a lo largo de la simulacion. Alrededor de
los 12,5 ns, se produjo una torsiéon de cerca de 60° sobre el fosfato . Este cambio
conformacional del ligando fue acompafiado por movimientos de la proteina, en los que
participaron esencialmente aminoacidos de los lazos 34-41 y 195-198, que dieron lugar a una
apertura del sitio activo (Figura 12.B). Esta apertura fue mucho mas limitada en la simulacion
con ADP-ribosa (Figura 12.C), pero se produjo también claramente en la simulacion realizada
sin ligando (Figura 12.A), y podria corresponder a la transicion del centro activo a una
conformacion abierta, que permitiria la entrada del sustrato.

* Para eliminar los efectos de los movimientos de traslacion y rotacion de la molécula, antes de calcular el
RMSD (root mean square deviation), las conformaciones obtenidas durante la trayectoria (v) son alineadas con
la conformacion inicial (w), utilizando como referencia los Ca peptidicos. La RMSD cuantifica la desviacion
entre las dos estructuras v y w, calculada para N atomos de la estructura v y los N atomos correspondientes a la

estructura w mediante la expresion RMSD =
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Figura 11: Dindmica molecular de los ligandos ADP-ribosa y cADPR en sus complejos con ADPRibasa-
Mn de rata. Los datos corresponden a las mismas simulaciones de la Figura 10 y resumen de forma estatica las
trayectorias dinamicas de los complejos con A: ADP-ribosa o B: cADPR (este ultimo representado desde dos
puntos de vista diferentes). Ademads del ligando, se representan los iones del centro dimetalico (amarillo) y los
aminoacidos que se unen a ellos. Estos aminoacidos y los ligandos ADP-ribosa y cADPR estan coloreados de
azul a rojo en funcion del tiempo de simulacion transcurrido. Esto permite observar, en la parte derecha del panel
B, la torsion de 60° que experimenta cADPR dentro del centro activo, a partir de los 12,5 ns de simulacion.
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Tiempo de simulacion (ns)

Figura 12: Observacién de una transiciéon del centro activo de la ADPRibasa-Mn de rata de una forma
cerrada a una forma abierta en la proteina libre o en complejo con cADPR, pero no en complejo con
ADP-ribosa. Las imagenes estan tomadas de las mismas simulaciones analizadas en la Figura 10 y, en el caso de
los complejos con ligando, también en la Figura 11. Para cada una de las tres formas proteicas analizadas
dinamicamente, se muestran las estructuras existentes al comienzo y a los 20 ns de simulacién, antes y después
de que la transicion hubiera tenido lugar.
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1.2.5 Interacciones observadas en las simulaciones de docking y de dinamica
molecular entre los sustratos ADP-ribosa o cADPR y aminoacidos de la proteina
ADPRibasa-Mn de rata

Mediante las simulaciones de docking antes descritas, se obtuvieron modelos de ADP-
ribosa y cADPR unidos al centro activo de la ADPRibasa-Mn de rata (Figuras 4-5). El
andlisis inicial de estos modelos con el programa LIGPLOT dio informacion sobre posibles
interacciones de los sustratos con algunos residuos aminoacidicos. Como ya se ha explicado
en los textos de las Figuras 4 y 5, la mayor parte de aquellas interacciones, pero no todas,
fueron confirmadas por andlisis posteriores con el programa VMD, hechos al mismo tiempo
que se analizaban los resultados obtenidos por simulaciones de la dindmica molecular de los
mismos complejos (Figuras 10-18; seccion 1.2.4; Videos 2-3 en el suplemento CD-ROM).
Como era de esperar, las simulaciones dindmicas produjeron cambios respecto a las
interacciones proteina-ligando detectadas en los modelos de docking. Para valorar las
diferencias observadas, debe tenerse en cuenta que los dos tipos de simulacion responden a
situaciones diferentes, y cada una de ellas tiene distintas limitaciones: el docking se lleva a
cabo con una estructura proteica rigida que no admite adaptaciones; la dindmica molecular
permite flexibilidad en la proteina pero puede producir alteraciones no realistas en las esferas
de coordinacion de los iones metalicos del centro dinuclear. Asi pues, estos dos enfoques
deben considerarse complementarios, y no tomarse como concluyentes, sino como punto de
partida para establecer hipdtesis que podran ponerse a prueba mediante mutagénesis dirigida.
Las interacciones encontradas con el programa VMD entre la proteina y la ADP-ribosa se
resumen en las Figuras 13 y 14, y aquellas establecidas con cADPR en la Figuras 15y 16.

Los posibles puentes de hidrogeno de tipo donador-H::::aceptor (d-H::a) (Figuras 13.A
y 15.A) se identificaron sistematicamente, aplicando el criterio de que cualquier grupo "d-H"
o atomo "a" del sustrato debia localizarse respecto a su respectivo "a" o "d-H" proteico de
manera que la distancia d-a fuese <3,5 A y el 4ngulo d-H-a fuese >140°. Para ello, como
posibles dtomos "d" y "a" se consideraron todos los 4&tomos polares del sustrato y la proteina.
En las Figuras 13.C y 15.C se representan los puentes de hidrogeno encontrados en el modelo
de docking y/o aquellos que aparecian en >5% de los 25000 fotogramas obtenidos durante las
simulaciones dindmicas.

Por otra parte, se identificaron todas las posibilidades de contacto atomico (Figuras
14.A y 16.A) buscando de forma sistematica, con el programa VMD, distancias <4,2 A entre
atomos de la proteina y del sustrato (excluyendo para ello los atomos de hidrogeno). Entre
estos posibles contactos estaban incluidos, por supuesto, los anteriores puentes de hidrégeno.
En las Figuras 14.B y 16.B se representan los contactos encontrados en el modelo de docking
y/o aquellos que aparecian en >30% de los 25000 fotogramas tomados durante las
simulaciones dindmicas sin que pudieran justificarse por la existencia de algun puente de
hidrégeno. Hay que destacar que varias de las posibilidades de contacto encontradas
siguiendo estos criterios corresponden a aminoacidos que estan unidos a los iones del centro
dimetélico y por ello quedan a una distancia <4,2 A de algiin dtomo del sustrato. Hemos
preferido no conceder importancia a estos posibles contactos, salvo en los casos en que la
interaccion que se detecta es un puente de hidrogeno. Por ello, en el parrafo siguiente no se
mencionan los aminoacidos Asp25, Asp74, His**!, His*™® e His*’, a pesar de su proximidad al
sustrato.
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Conforme a los criterios mencionados, en el complejo obtenido por docking de ADP-
ribosa a la ADPRibasa-Mn de rata se detectaron puentes de hidrégeno potenciales, entre la
enzima y el sustrato, con los aminoacidos Arg”, Asn''’ e His''' (Figuras 4.C y 13.C).
Ademads, se detectaron otros tipos de interacciones de la ADP-ribosa con diversos
aminodcidos (Figuras 4.C y 14.B), incluyendo una interaccion electrostatica favorable del
grupo pirofosfato con Arg®, y contactos de van der Waals de la ribosa-1 con Leu'”® y Phe®'”,
la adenina con Leu', y la ribosa-2 con Cys*”. Algunas de estas interacciones, como los
puentes de hidrogeno de Asn''® e His''!, se mantuvieron de forma mas o menos constante
durante la simulacion dindmica, aunque mostraron cambios entre distintos 4tomos aceptores
en la molécula de sustrato. En cambio, el puente de hidrogeno de Arg® desaparecié casi por
completo durante la primera mitad de la trayectoria dindmica, para volverse a detectar en la
segunda, aunque con un atomo aceptor diferente (Figura 13.C). También se mantuvieron
bastante estables, durante la simulacion dinamica, la interaccion electrostatica de Arg® y los
contactos establecidos por Leu'”®, Phe’'” y Cys* (Figura 14.B). Por otra parte, durante la
simulacién dindmica surgieron algunas interacciones no detectadas al analizar el modelo de
docking. Por ejemplo, puentes de hidrégeno con los residuos Gln*’, GIn®®, Tyr”, Tyr'"*,
Glu'”, Leu'”, GIn*”, Asp™’ y Thr*”” (Figura 13.C), asi como algunos contactos de otro tipo,
entre los que destacan interacciones de tipo hidrofobico con los aminodcidos aromaticos
Phe’’, Tyr” y Tyr''"* (Figura 14.B). En distintos momentos de la trayectoria dindmica, estos
aminodcidos aromaticos formaron apilamientos con los anillos de adenina de la ADP-ribosa.
En la Figura 17 se presenta una seleccion de imagenes, correspondientes a distintos momentos
de dicha trayectoria, que ilustran algunas de tales interacciones.

Respecto al complejo obtenido por docking de cADPR a la ADPRibasa-Mn de rata, se
detectaron puentes de hidrogeno con los mismos aminoacidos observados en el complejo con
ADP-ribosa: Arg®, Asn''* ¢ His''' (Figuras 5 y 15.C). Ademas se detectaron interacciones de
otros tipos, de cADPR con diversos aminodcidos (Figuras 5 y 16.B), incluyendo la
interaccion electrostatica del grupo pirofosfato con Arg®, y contactos de van der Waals de la
ribosa-1 con Leu'”® y Phe*'’, la adenina con Phe’’ y Phe*"” y ribosa-2 con Val** y Cys™>.
Algunas de estas interacciones, como los puentes de hidrogeno de Arg®, Asn''’ e His''!, se
mantuvieron de forma mds o menos constante durante la simulaciéon dindmica, aunque
mostraron cambios entre distintos d&tomos aceptores en la molécula de sustrato (Figura 15.C).
También se mantuvieron bastante estables, durante la simulacion dinamica, la interaccion
electrostatica de Arg"™ y los contactos establecidos por Phe*'” y Cys™”, y en menor grado
Leu'” (Figura 16.B). Por otra parte, al igual que ocurrié con el complejo de ADPRibasa-
Mn:ADP-ribosa, durante la simulacién surgieron algunas interacciones entre cADPR y
aminoacidos, que no se detectaban en el complejo de docking (Figura 18). Esto incluye un
puente de hidrogeno de GIn*’ con un oxigeno del fosfato o, que se mantuvo durante toda la
simulacion; diversos puentes de hidrogeno establecidos por GIn*® como donador o aceptor, y
de Asp™ como aceptor de un grupo OH de la ribosa-2, que se mantuvieron parcialmente
durante la simulacion; asi como un contacto de Phe’’ con la adenina (Figura 15.C). También
es de destacar que, en algunos momentos de la simulacién dindmica, el contacto de Phe*'’ con
la adenina llegd a convertirse en un claro apilamiento hidrofébico de ambos sistemas de
anillos (Figura 18.F).
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A
Donador Aceptor Ocupacion (%) Donador Aceptor Ocupacion (%)
Grupo: adenina (Ade) Grupo: pirofosfato
Ade-N6 GIn38-OE 0,01 GIn27-NE2 pp-O5* 0,04
Ade-N6 Gly78-0 2,51 Arg43-NH pp-O5* 1,46
Ade-N6 Tyr79-N 0,01 His111-NE2 pp-O5* 15,60
Ade-N6 Tyr79-OH 11,35 Tyr114-OH pp-O5* 0,97
Ade-N6 GIn&2-NE2 0,05 GIn27-NE2 pp-O1A 64,99
Ade-N6 GIn82-OE 6,32 Arg43-NH pp-O1A 0,83
Ade-N6 Glul95-OE 14,95 Arg43-NE pp-O1A 0,00
Ade-N6 GIn209-NE2 0,01 His111-NE2 pp-O1A 54,53
GIn38-NE2 Ade-N1 0,16 Arg43-NH pp-O2A 1,94
Tyr79-OH Ade-N1 0,04 GIn27-NE2 pp-O2A 9,77
GIn82-NE2 Ade-N1 0,52 GIn27-NE2 pp-O3A 0,10
GIn38-NE2 Ade-N3 1,74 Asn110-ND2 pp-O3A 9,54
Tyr79-OH Ade-N3 0,01 His111-NE2 pp-O3A 19,33
Asnl197-ND2 Ade-N3 1,70 Asn110-ND2 pp-O1B 26,23
GIn38-NE2 Ade-N6 0,06 His111-NE2 pp-O2B 0,10
GIn82-NE2 Ade-N6 0,14
GIn38-NE2 Ade-N7 0,74
Tyr79-OH Ade-N7 20,57
GIn&2-NE2 Ade-N7 0,27
Asnl197-ND2 Ade-N7 0,00
GIn209-NE2 Ade-N7 30,34
GIn38-NE2 Ade-N9 0,02 Grupo. ribosa no unida a N9 (Rib2)
Rib2-O1D Asp250-OD 42,56
Grupo: ribosa unida a N9 (Ribl) Rib2-O1D Val252-O0 2,25
Rib1-O2* GIn38-NE2 0,06 Rib2-O1D Cys253-N 0,00
Rib1-02* GIn38-OE 10,65 Rib2-O1D His278-0 0,00
Rib1-O2* Tyr79-OH 0,07 Rib2-O1D Thr279-0G1 0,29
Rib1-O2* Tyr114-OH 1,50 Rib2-O1D Asp281-OD 0,04
Rib1-02* Leul96-O 18,34 Rib2-O1D Glu301-OE 0,00
Rib1-O2* Asnl197-ND2 0,04 Rib2-02D Ser198-0G 0,37
Rib1-02* Asnl197-OD 3,22 Rib2-02D Asp250-OD 0,07
Rib1-O3* GIn38-NE2 0,06 Rib2-02D Val252-O 0,05
Rib1-O3* GIn38-OE 0,71 Rib2-O3D Val252-O0 0,03
Rib1-O3* His111-NDl1 0,00 Rib2-02D Glu301-OE 0,01
Rib1-O3* His111-NE2 0,00 Arg41-NH Rib2-O1D 0,04
Rib1-O3* Tyr114-OH 0,12 Cys253-N Rib2-O1D 0,00
Rib1-O3* Leul96-O 0,32 Cys253-SG Rib2-O1D 2,64
Rib1-O3* Asnl197-OD 0,06 Thr279-0G1 Rib2-O1D 25,29
Asn36-ND2 Rib1-02* 0,03 His280-N Rib2-O1D 2,26
GIn38-NE2 Rib1-02%* 1,76 Arg41-NE Rib2-02D 0,00
Arg43-NH Rib1-02* 0,25 Arg41-NH Rib2-02D 0,17
Tyr79-OH Rib1-O2* 0,14 Arg43-NH Rib2-02D 0,06
Tyr114-OH Rib1-02* 0,68 Cys253-SG Rib2-02D 0,01
Asnl197-ND2 Rib1-02* 0,05 Ser198-0G Rib2-02D 0,02
Asn36-ND2 Rib1-O3* 0,78 Arg41-NH Rib2-03D 0,03
GIn38-NE2 Rib1-O3* 0,05 Arg43-NH Rib2-0O3D 0,66
Ser40-OG Rib1-O3* 0,01 Cys253-SG Rib2-04D 5,23
Arg43-NH Rib1-O3* 26,15 Thr279-0G1 Rib2-04D 2,58
Asnl110-ND2 Rib1-O3* 0,02 His280-N Rib2-04D 0,02
His111-NE2 Rib1-O3* 0,01
Tyr114-OH Rib1-O3* 38,03
Asnl197-ND2 Rib1-O3* 0,00
GIn38-NE2 Rib1-O4* 0,10
Tyr114-OH Rib1-04* 12,48
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Figura 13: Puentes de hidrégeno entre ADPRibasa-Mn(rata) y ADP-ribosa detectados durante la
simulacién de dindmica del complejo proteina:ligando. A: Puentes de hidrogeno detectados (donador-
H::aceptor; d-H::a). La ocupacion es el porcentaje de los 25000 fotogramas recogidos en la simulacion de
dinamica en que dicho enlace estaba presente. En los grupos con dos atomos d o a equivalentes en la cadena
lateral, la ocupacion indicada es la suma de los dos puentes posibles (p.¢j., en esta figura, Arg® tiene dos grupos
equivalentes, NH1 y NH2, que pueden actuar como d, y que se identifican conjuntamente como "atomo" NH). El
criterio seguido para definir un puente de hidrégeno d-H::a fue una distancia d-a <3,5 A y un angulo d-H-a
>140°. B: Identificacion de los atomos de la ADP-ribosa que pueden formar puentes de hidrogeno (nomenclatura
usada en los paneles A y C). C: Evolucion temporal de los puentes de hidrogeno destacados en negrita en A, con
ocupaciones >5% y/o presentes en la Figura 4.C en el modelo de docking, identificados con el programa VMD
(subrayados a la izquierda).
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A
Contactos  Puentes Contactos Puentes
totales de H Diferencia totales de H Diferencia
Ocupacion (%) Ocupacion (%)
Grupo: adenina (Ade) Grupo: pirofosfato
Phe37 54,23 0,00 54,23 Asp25 94,82 0,00 94,82
GIn38 43,83 2,71 41,12 GIn27 100,00 74,67 25,33
Tyrd5 0,01 0,00 0,01 GIn38 0,01 0,00 0,01
Asp77 12,93 0,00 12,93 Ser40 0,00 0,00 0,00
Gly78 58,34 2,51 55,83 Arg4dl 0,10 0,00 0,10
Tyr79 85,51 23,05 62,46 Arg43 99,94 3,78 96,16
Ala8l 0,84 0,00 0,84 Asp74 100,00 0,00 100,00
GIn&2 15,84 7,02 8,82 Asp77 1,04 0,00 1,04
Tyr83 0,44 0,00 0,44 Asnl10 100,00 33,49 66,51
Hisl11 8,03 0,00 8,03 Hisl11 100,00 82,51 17,49
Tyr114 61,04 0,00 61,04 Tyrl14 2,00 0,97 1,03
Glul95 20,13 14,95 5,18 Phe210 16,46 0,00 16,46
Leul96 81,36 0,00 81,36 His241 40,95 0,00 40,95
Asnl97 24,74 1,71 23,03 His278 100,00 0,00 100,00
GIn209 32,74 30,34 2,40 Thr279 1,57 0,00 1,57
Phe210 0,26 0,00 0,26 His280 100,00 0,00 100,00
Glu301 0,11 0,00 0,11
Grupo: ribosa unida a N9 (Ribl) Grupo: ribosa no unida a N9 (Rib2)

GIn27 0,41 0,00 0,41 Ser40 0,02 0,00 0,02
Asn36 15,49 0,81 14,68 Arg4dl 5,90 0,24 5,66
Phe37 3,88 0,00 3,88 Arg43 18,17 0,72 17,45
GIn38 39,94 13,26 26,68 Asnl10 0,01 0,00 0,01
Ser40 1,62 0,01 1,61 Leul96 0,02 0,00 0,02
Arg4dl 0,01 0,00 0,01 Ser198 8,93 0,39 8,54
Arg43 94,78 26,22 68,56 Val208 0,02 0,00 0,02
Asp77 2,79 0,00 2,79 Phe210 89,12 0,00 89,12
Gly78 0,08 0,00 0,08 Asn2l11 0,82 0,00 0,82
Tyr79 17,86 0,22 17,64 Ser249 0,50 0,00 0,50
Asnl10 44,52 0,02 44,50 Asp250 57,43 42,59 14,84
His111 91,44 0,02 91,42 Val252 74,48 2,33 72,15
Tyr114 98,88 52,10 46,78 Cys253 93,38 7,80 85,58
Leul96 68,64 18,65 49,99 His278 99,94 0,00 99,94
Asnl197 6,74 3,36 3,38 Thr279 89,14 26,91 62,23
GIn209 0,54 0,00 0,54 His280 11,45 2,27 9,18
Phe210 62,47 0,00 62,47 Asp281 3,84 0,04 3,80
Glu301 3,38 0,02 3,36
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Figura 14: Contactos entre ADPRibasa-Mn(rata) y ADP-ribosa detectados durante la simulacién de
dindamica molecular del complejo proteina:ligando. El criterio empleado para identificar posibilidades de
contacto atéomico fue simplemente que el programa VMD midiera una distancia <4,2 A entre atomos del
aminoacido y de la parte del sustrato indicados (excluyendo los atomos de hidrogeno). A: Contactos detectados.
La ocupacion es el porcentaje de los 25000 fotogramas recogidos en la simulacion dinamica en que los contactos
estaban presentes. En negrita se destacan los contactos que aparecen en B. B: Evolucion temporal de los posibles
contactos durante la simulacion dindmica. Se representan aquellos contactos que estaban presentes en el modelo
de docking (subrayados a la izquierda) y/o los que se detectaron en >30% de los 25000 fotogramas sin que se
detectara ningun puente de hidrégeno que pudiera corresponder al contacto en el mismo fotograma. El color rojo
corresponde siempre a este tipo de contactos no explicables por puentes de hidrogeno; el color negro seiiala a los
contactos detectados que pueden corresponder a puentes de hidrégeno. Algunos de los contactos detectados por
VMD en el modelo de docking (Asn**::Ribl; Tyr''*::Ribl; Thr*”::Rib2), no fueron detectados por LIGPLOT
(Figura 4) porque los criterios identificativos aplicados con este programa (opciones de LIGPLOT por defecto)
fueron mas restrictivos que con VMD.
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A
Donador Aceptor Ocupacion (%) Donador Aceptor Ocupacion
(%)
Grupo: adenina (Ade) Grupo: pirofosfato
Ade-N6 GIn38-NE2 6,19 Arg43-NH Pa-O5* 2,62
Ade-N6 GIn38-OE 30,09 Asnl110-ND2 Pa-O5* 2,24
Ade-N6 Ser198-0G 0,04 His111-NE2 Pa-O5* 1,00
Ade-N6 GIn200-OE 0,01 GIn27-NE2 Pa-O1A 95,85
Ade-N6 GIn209-OE 0,01 Arg43-NH Pa-O1A 25,43
GIn38-NE2 Ade-N3 0,03 His111-NE2 Pa-O1A 94,38
GIn38-NE2 Ade-N6 0,98 GIn38-NE2 Pa-O2A 0,03
Arg43-NH Ade-N6 0,16 Arg43-NH Pa-O2A 66,18
Ser198-0G Ade-N6 0,10 Asn110-ND2 Opp-03A 18,85
GIn38-NE2 Ade-N7 31,61 His111-NE2 Opp-O3A 0,71
GIn209-NE2 Ade-N7 0,07 Asn110-ND2 Pp-O1B 27,15
His111-NE2 PB-O1B 0,01
GIn27-NE2 PB-O2B 0,00
Grupo: ribosa unida a N9 (Ribl) His111-NE2 PB-O2B 0,13
Rib1-O2* GIn38-NE2 0,27 Cys253-SG PB-O5D 0,09
Rib1-02* GIn38-OE 18,49
Rib1-O02* GIn&2-OE 0,01
Rib1-O02* Tyr114-OH 0,66 Grupo: ribosa no unida a N9 (Rib2)
Rib1-O2* GIn209-OE 1,24 Rib2-02D GIn38-OE 0,06
Rib1-O3* GIn38-OE 0,03 Rib2-02D GIn209-OE 0,01
Rib1-O3* Asp77-OD 0,14 Rib2-02D Asn211-OD 0,09
Rib1-O3* GIn&2-OE 0,16 Rib2-02D Asp250-OD 31,91
Rib1-O3* Tyr114-OH 0,64 Rib2-02D Val252-O 2,22
Rib1-O3* GIn209-OE 0,49 Rib2-02D Cys253-SG 1,04
Asn36-ND2 Rib1-02%* 0,23 Rib2-03D GIn38-OE 0,03
Phe37-N Rib1-O2* 0,01 Rib2-0O3D Asn211-ND2 0,00
GIn38-N Rib1-02%* 0,02 Rib2-03D Asn211-OD 0,38
GIn38-NE2 Rib1-02* 7,84 Rib2-O3D Asp250-OD 15,95
GIn82-NE2 Rib1-02%* 0,18 Rib2-O3D Val252-O 6,55
GIn209-NE2 Rib1-02%* 0,29 Rib2-0O3D Cys253-SG 0,04
Phe37-N Rib1-O3* 0,43 Rib2-0O3D Thr279-0G1 0,20
GIn38-NE2 Rib1-O3* 0,03 GIn38-NE2 Rib2-02D 0,42
Arg43-NH Rib1-O3* 0,04 Arg41-NH Rib2-02D 0,02
GIn&2-NE2 Rib1-O3* 0,15 His278-NE2 Rib2-03D 0,01
Tyr114-OH Rib1-O3* 0,06 Thr279-0G1 Rib2-03D 1,22
GIn209-NE2 Rib1-O3* 0,08 His280-N Rib2-03D 0,20
Tyr114-OH Rib1-O4* 0,02 Asp281-N Rib2-0O3D 0,00
GIn209-NE2 Rib1-O4* 0,12 Arg43-NH Rib2-04D 3,09
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Figura 15: Puentes de hidrégeno entre ADPRibasa-Mn(rata) y cADPR detectados durante la simulaciéon
de dinamica del complejo proteina:ligando. A: Puentes de hidrégeno detectados (donador-H::aceptor; d-H::a).
La ocupacion es el porcentaje de los 25000 fotogramas recogidos en la simulacion dindmica en que dicho enlace
estaba presente. En los grupos con dos atomos d o a equivalentes en la cadena lateral, la ocupacion indicada es la
suma de los dos puentes posibles (p.ej., en esta figura, Arg® tiene dos grupos equivalentes, NH1 y NH2, que
pueden actuar como d, y que se identifican conjuntamente como "atomo" NH). El criterio seguido para definir
un puente de hidrogeno d-H::a fue una distancia d-a <3,5 A y un 4ngulo d-H-a >140°. B: Identificacién de los
atomos de cADPR que pueden formar puentes de hidrogeno (con la nomenclatura usada en los paneles A y C).
C: Evoluciéon temporal de los puentes de hidrogeno destacados en negrita en A, con ocupaciones >5% y/o
presentes en la Figura 5 en el modelo de docking (subrayados a la izquierda).
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A
Contactos Puentes Contactos Puentes
totales deH Diferencia totales de H Diferencia
Ocupacion (%) Ocupacion (%)
Grupo: adenina (Ade) Grupo: pirofosfato

Asn36 0,30 0,00 0,30 Asp25 85,99 0,00 85,99
Phe37 50,10 0,00 50,10 GIn27 100,00 95,85 4,15
GIn38 43,71 35,21 8,50 GIn38 0,12 0,03 0,09
Arg4dl 0,00 0,00 0,00 Arg43 99,83 76,66 23,17
Arg4d3 10,79 0,16 10,63 Tyr45 0,06 0,00 0,06
GIn&2 0,02 0,00 0,02 Asp74 100,00 0,00 100,00
Asnl10 0,04 0,00 0,04 Asp77 32,23 0,00 32,23
Hisl11 0,12 0,00 0,12 Asn110 100,00 42,94 57,06
Leul96 35,23 0,00 35,23 His111 100,00 95,33 4,67
Asnl197 0,00 0,00 0,00 Tyrl14 0,02 0,00 0,02
Ser198 1,33 0,14 1,19 Phe210 4,22 0,00 4,22
GIn200 0,53 0,01 0,52 His241 38,12 0,00 38,12
Val208 0,27 0,00 0,27 Cys253 1,27 0,09 1,18
GIn209 0,63 0,08 0,55 His278 100,00 0,00 100,00
Phe210 95,84 0,00 95,84 Thr279 58,32 0,00 58,32
Val252 7,25 0,00 7,25 His280 100,00 0,00 100,00

Cys253 7,26 0,00 7,26

Grupo: ribosa no unida a N9 (Rib2)

Grupo: ribosa unida a N9 (Ribl) GIn38 3,87 0,50 3,37
GIn27 0,03 0,00 0,03 Arg4dl 2,66 0,02 2,64
Asn36 1,32 0,23 1,09 Arg43 48,00 3,09 44,91
Phe37 73,24 0,44 72,80 Asnl10 0,36 0,00 0,36
GIn38 33,07 26,24 6,83 Leul96 0,53 0,00 0,53
Arg4d3 17,43 0,04 17,39 Ser198 0,30 0,00 0,30
Tyrd5 0,17 0,00 0,17 GIn200 0,01 0,00 0,01
Asp77 0,72 0,14 0,58 Val208 21,15 0,00 21,15
Gly78 0,90 0,00 0,90 GIn209 0,98 0,01 0,97
Tyr79 0,34 0,00 0,34 Phe210 58,21 0,00 58,21
GIn82 5,00 0,42 4,58 Asn211 20,04 0,47 19,57
Asnl10 34,63 0,00 34,63 Asp250 46,58 37,24 9,34
His111 86,47 0,00 86,47 Val252 65,12 8,77 56,35
Tyrl14 7,57 1,38 6,19 Cys253 97,70 1,07 96,63
Leul71 0,30 0,00 0,30 His278 99,52 0,01 99,51
Leul96 36,54 0,00 36,54 Thr279 66,15 1,42 64,73
GIn209 13,77 2,09 11,68 His280 35,88 0,20 35,68
Phe210 68,61 0,00 68,61 Asp281 1,27 0,00 1,27
Glu301 3,35 0,00 3,35
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Figura 16: Contactos entre ADPRibasa-Mn(rata) y cADPR detectados durante la simulaciéon de dinAmica
del complejo proteina:ligando. A: Contactos detectados. La ocupacion es el porcentaje de los 25000
fotogramas recogidos en la simulacién dinamica en que los contactos estaban presentes. El criterio seguido para
definir un contacto fue una distancia <4,2 A entre atomos del aminoacido y de la parte del sustrato indicados
(excluyendo los atomos de hidrégeno). En negrita se destacan los contactos que aparecen en B. B: Evolucion
temporal de los contactos durante la simulacion dinamica. Se representan aquellos contactos que estaban
presentes en el modelo de docking (subrayados a la izquierda) y/o los que se detectaron en >30% de los 25000
fotogramas sin que se detectara ningun puente de hidrégeno que pudiera corresponder al contacto en el mismo
fotograma. El color rojo corresponde siempre a este tipo de contactos no explicables por puentes de hidrogeno;
el color negro sefiala a los contactos detectados que pueden corresponder a puentes de hidrogeno.
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A (docking) B (docking)

C (6,88 ns)

Figura 17: Interacciones enzima-sustrato que aparecen durante la trayectoria de dinAmica molecular del
complejo ADPRibasa-Mn(rata):ADP-ribosa. El sustrato se muestra en forma de varillas gruesas de color azul
oscuro, verde y magenta, los metales como esferas amarillas, la cadena principal de la proteina en gris, y una
seleccion de residuos aminoacidicos coloreados por atomo (los mismo residuos en todas las vistas). En la figura
se muestran so6lo algunas interacciones que estan ausentes en el modelo de docking y se manifiestan durante la
trayectoria dindmica (seccion 1.2.5). A, B: Modelo de ADP-ribosa unida a la ADPRibasa-Mn por simulacion de
docking, en el que se muestra que los siete aminoacidos destacados en la figura no llegan a interaccionar con el
sustrato; (A) mismo punto de vista que la Figura 4.B, (B) mismo punto de vista que las siguientes partes de esta
figura. C, D, E: Imagenes tomadas de la trayectoria dinamica del complejo, que muestran la formacion de: (C)
un apilamiento de la adenina con Phe’’ y puentes de hidrogeno con Tyr”” y Asp™’; (D) un doble apilamiento o
sandwich de la adenina entre Phe’’ y Tyr''"*, en ausencia de los dos puentes de hidrogeno anteriores; (E) un
apilamiento de la adenina con Tyr''*, sendos puentes de hidrogeno con Glu'” y GIn*®, y nuevamente el puente
de hidrégeno con Asp™. Los pequefios recuadros debajo de C, D y E representan en detalle, y con sus
volumenes de van der Waals, las posiciones relativas de los anillos de Tyr'"*, adenina y Phe’’ (de arriba hacia
abajo), orientados de la forma mas conveniente para apreciar los apilamientos arriba mencionados.
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Figura 18: Interacciones enzima-sustrato que aparecen durante la trayectoria de dindmica molecular del
complejo ADPRibasa-Mn(rata):cADPR. El sustrato se muestra en forma de varillas gruesas de color azul
oscuro, verde y magenta, los metales como esferas amarillas, la cadena principal de la proteina en gris, y una
seleccion de residuos aminoacidicos coloreados por atomo (los mismo residuos en todas las vistas). En la figura
se muestran la interaccion de Phe’'’ con adenina y algunas interacciones que estan ausentes en el modelo de
docking y se manifiestan durante la trayectoria dinamica (seccién 1.2.5). A: Modelo de cADPR unida a la
ADPRibasa-Mn por simulacion de docking (Figura 5), en el que se muestra que de los cinco aminoacidos
destacados en esta figura, solo la Phe’'” interacciona con el sustrato. B-G: Imagenes tomadas de la trayectoria
dinamica del complejo a los tiempos indicados. En estos paneles se muestra la formacion permanente de un
puente de hidrogeno de GIn*’ con el fosfato o (B-E); puentes de hidrogeno formados alternativa o
simultaneamente por GIn*® con adenina (C, D) o con ribosa-1 (F, G), y por Asp> con la ribosa-2 (B, C, E); asi
como la proximidad de Phe’’ y Phe*'” a la adenina, dando lugar a veces a interacciones por apilamiento con el
segundo de estos residuos (F). Es de destacar que la torsion de 60°, de cADPR sobre el fosfato §, se produjo
alrededor de los 12,5 ns de la simulacion (seccion 1.2.4; Video 3, suplemento CD-ROM).
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1.3 Resultados: ADPRibasa-Mn de pez cebra

1.3.1 Caracterizacidon enzimatica de la ADPRibasa-Mn de Danio rerio como ADP-
ribosa/CDP-alcohol difosfatasa dependiente de Mn>*: falta de actividad sobre
cADPR y nueva actividad sobre 2°,3"-cAMP

Para estudiar las preferencias de sustrato de la ADPRibasa-Mn del pez cebra Danio
rerio, se escogieron los sustratos conocidos de la ADPRibasa-Mn de la enzima de rata (ADP-
ribosa, CDP-alcoholes, ADP y cADPR), junto a una selecciéon de compuestos que no son
sustratos de dicha enzima. Una novedad en este estudio de especificidad respecto a lo hecho
antes con la enzima de rata [4,7], es que se probd si la enzima de pez cebra presentaba
actividad fosfohidrolitica sobre los fosfodiésteres ciclicos 2°,3"-cAMP y 3°,5'-cAMP. Esta
decision se tomo por dos razones. Por una parte, el parecido estructural existente entre las
proteinas ADPRibasa-Mn y la fosfodiesterasa Rv0805 de nucleotidos ciclicos de
Mycobacterium tuberculosis [33]. Por otra, la idea preexistente de que la histidina del motivo
GNH[D/E], que forma parte de la firma aminoacidica dispersa tipica de las
metalofosfatasasas, es un determinante de actividad fosfodiesterasa sobre nucledtidos 2°,3"-
ciclicos [45] y est4 presente en la ADPRibasa-Mn de pez cebra (His”’).

En primer lugar se hicieron ensayos enzimaticos a una concentracion fija de sustrato
500 uM, empleando Mn*" 5 mM como metal activador. La enzima hidrolizo las uniones
fosfoanhidrido de ADP-ribosa, CDP-glicerol, CDP-colina, CDP-etanolamina y ADP a
velocidades significativas. En todos los casos uno de los productos de hidrdlisis formados era
AMP o CMP, que fueron detectados por HPLC (resultados no mostrados). La union
fosfodiéster del 2°,3"-cAMP fue también hidrolizada, formdndose como producto un 95% de
3’-AMP y un 5% de 2'-AMP (Figura 19). A concentraciones 500 uM, no fueron sustratos
apreciables de la ADPRibasa-Mn de pez cebra: ADP-glucosa, UDP-glucosa, CDP-glucosa,
CDP, CMP, AMP y 3°,5'-cAMP. De forma inesperada, la actividad hidrolitica sobre cADPR,
aunque detectable por HPLC en incubaciones con elevadas concentraciones de enzima, fue
mucho menor que la que presenta la ADPRibasa-Mn de rata (seccion 1.2.3). Debe decirse que
la actividad sobre cADPR se valor6 a una concentracion 60 uM (cADPR purificada), mas
baja que la empleada con los otros sustratos. En cualquier caso, en las mismas condiciones, la
actividad de la ADPRibasa-Mn de rata es mucho mayor.
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Figura 19: Hidroélisis de 2°,3’-cAMP por la ADPRibasa-Mn de D. rerio y su mutante H97A formando
mayoritariamente 3-AMP. Mezclas de reaccion con 2°,3"-cAMP 500 uM y MnCl, 5 mM se incubaron durante
50 min con ADPRibasa-Mn de tipo salvaje (WT), su mutante H97A o en ausencia de enzima. Para facilitar la
comparacion, las cantidades de enzima se ajustaron para que las mezclas de reaccion tuvieran la misma
actividad. Las mezclas de reaccion y sus controles sin enzima se analizaron por HPLC (seccién 3.6, método 1) al
final de las respectivas incubaciones. Los registros que se presentan son cromatogramas diferenciales que
muestran la diferencia entre el cromatograma obtenido con enzima y su control sin enzima. Las flechas sefialan
los tiempos de retencion de estandares comerciales de los compuestos indicados. Los dos recuadros insertados
son ampliaciones (5x) de los picos correspondientes a 2"-AMP. Los numeros entre paréntesis son los porcentajes
de consumo de 2°,3"-cAMP o de formacion de 3-AMP o 2'-AMP (medias + desviacion estandar de tres
experimentos independientes).
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Tomando como referencia los resultados obtenidos en las valoraciones de actividad
hechas a una concentracion fija de sustrato, se decidi6 investigar la cinética de saturacion de
la ADPRibasa-Mn de pez cebra por los sustratos ADP-ribosa, CDP-glicerol, CDP-colina,
CDP-etanolamina, ADP y 2°,3"-cAMP (Figura 20), determinar las constantes cinéticas kst y
K, y calcular la constante de especificidad kca/Kw para cada sustrato (Tabla 1). Esta tltima
constante permite comparar sustratos entre si, midiendo la mayor o menor eficacia con que
son transformados enzimaticamente. Los mejores sustratos seran aquellos que tengan altos
valores de k.x y bajos valores de Ky. Segin este principio, el mejor sustrato de la
ADPRibasa-Mn de pez cebra resultd ser la ADP-ribosa, seguida, en este orden, por CDP-
glicerol, CDP-etanolamina, 2°,3"-cAMP, CDP-colina y ADP. La alta eficacia relativa de la
hidrolisis de ADP-ribosa depende de su bajo valor de Ky (15-240 veces menor que las de los
otros sustratos), ya que el valor de k., para la reaccion con ADP-ribosa no es especialmente
favorable, siendo menor que con los tres CDP-alcoholes, e igual que con 2°,3’-cAMP
(Tabla 1).

La cinética de saturacion de la hidrolisis de cADPR no se estudio directamente, debido
a la pequefia magnitud de la actividad. Sin embargo, teniendo en cuenta que las simulaciones
de union de ligandos (docking) a la ADPRibasa-Mn de pez cebra predecian la unién de
cADPR en el sitio activo en una pose poco favorable a la hidrolisis (ver seccion 1.3.7 y Figura
27.C), se estim6 que cADPR podria actuar como inhibidor competitivo de las otras reacciones
de la ADPRibasa-Mn. Por lo tanto, se prob6 el efecto de cADPR sobre la hidrélisis de ADP-
ribosa por una cantidad de enzima que no daba lugar a hidrolisis detectable de cADPR. Los
resultados mostraron que cADPR 160 uM inhibia la velocidad inicial de hidrolisis de ADP-
ribosa 80 uM en un 25+£2% (n = 3). Suponiendo que la inhibicién fuese competitiva, como
predecian las simulaciones de docking, y teniendo en cuenta un valor de Ky 53 uM para
ADP-ribosa (Tabla 1), se calculé que la K; de cADPR como inhibidor era 190 uM, lo que es
igual a su Ky como sustrato, como predice la teoria de sustratos competitivos. Utilizando este
valor de Ky, y haciendo medidas repetidas de actividad sobre cADPR 30-60 uM, se pudo
estimar que la eficacia catalitica de la hidrolisis de cCADPR era 28 M''s™ y se concluyé que la
keat de esta reaccion debia ser extremadamente baja, alrededor de 0,005 s (Tabla 1).

1.3.2 Respuesta compleja de la ADPRibasa-Mn de D. rerio a los cambios de
concentracién de Mn**

Las actividades enzimaticas de la ADPRibasa-Mn de rata son fuertemente
dependientes de Mn®", que es eficaz a concentraciones micromolares bajas. La cinética de
activacion por Mn”" sigue un patrén hiperbolico de aparente saturacion de la enzima por el
metal. Esta aparente saturacion enzimatica se alcanza a concentraciones muy inferiores a las
del sustrato, por lo que parece claro que el efecto activador estd mediado por la unién del
metal a la enzima. Esto se ha explorado con mas detalle con ADP-ribosa como sustrato de la
ADPRibasa-Mn de rata, que llega a la saturacion de metal con una concentracion 20 uM de
Mn*"y practicamente no es afectada por concentraciones mas altas, hasta 5 mM [4,7].
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Figura 20: Curvas de saturacion de la ADPRibasa-Mn de D. rerio por sustratos. Se prepararon y analizaron
mezclas de reaccion que contenian MnCl, 5 mM, concentraciones variables de uno de los sustratos indicados,
fosfatasa alcalina como enzima auxiliar (excepto en las mezclas de reaccion con ADP) y una cantidad de
ADPRibasa-Mn apropiada para cada sustrato. Las incubaciones se hicieron en condiciones de linealidad respecto
a la cantidad de enzima y al tiempo de incubacion, y se detuvieron con el reactivo de determinacion de Pi
descrito en la seccion 3.7.1. Las velocidades iniciales de reaccion se dan en términos de sustrato hidrolizado. La
ecuacion de Michaelis-Menten se ajustd a los puntos experimentales por regresion no lineal. Los resultados
mostrados son representativos de 3-5 experimentos independientes en cada caso.
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Tabla 1: Especificidad de sustrato de enzimas ADPRibasa-Mn®

ADPRibasa-Mn salvaje de pez cebra H97A-ADPRibasa-Mn de pez cebra ADPRibasa-
Mn de rata

Sustrato KM +S.D. kcat/KM +S.D. kcat KM +S.D. kcat/KM +S.D. kcat kcat/KM

(n=3-5) (n=3-6) (n=3) (n=3)

uM Mgt 57! uM Mgt s Mgt
ADP-ribosa 53+ 11 340300 + 840 18,0 71 £8 5900 + 500 0,4 328200°
CDP-glicerol 2000 + 1400 47800 + 700 95,6 6300 + 900 120 + 30 0,8 92400°
CDP-etanolamina 3900 + 1300 32100 £ 290 125,2 31000 + 800 70 + 20 2,1 29000°
CDP-colina 12000 + 3000 5600 + 750 67,2 43000 + 8000 20+ 5 0,8 95000°
ADP 2650 + 1300 660 + 70 1,8 19000 + 700 11£5 0,2 21400°
2°,3’-cAMP ¢ 760 £ 50 22200 + 2700 16,9 1700 + 240 17500 + 1200 29,7 nd
cADPR 190 25 ¢ 28 +3 0,005 nd nd nd 5100

nd, no determinado.

*Ni la enzima de pez cebra ni la de rata presentan actividad significativa sobre ADP-glucosa, UDP-glucosa, CDP-glucosa, CDP, CMP, AMP o
3",5'-cAMP.

® Datos tomados de [4].

¢ Los parametros cinéticos de la hidrdlisis de 2",3"-cAMP corresponden a la actividad total, incluyendo la hidrolisis de las uniones P-O2" y P-O3’
que dan lugar, respectivamente, a 3'-AMP y 2"-AMP. No obstante, teniendo en cuenta el predominio de la hidrolisis de la uniéon P-O2’, los
pardmetros pueden ser razonables aproximaciones de la cinética de esta reaccion.

4 Estimado a partir de la potencia de inhibicion (competitiva) de la hidrolisis de ADP-ribosa por cADPR.
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Contrastando con la respuesta simple de la ADPRibasa-Mn de rata frente a
concentraciones crecientes de Mn™', la enzima de pez cebra presentd un comportamiento mas
complejo. Con ADP-ribosa o CDP-glicerol como sustrato, la curva de saturacion aparente por
el metal, estudiada hasta 6 mM, result6 ser bifasica (Figura 21). En un andlisis preliminar de
estos datos cinéticos, los resultados se ajustaron bien por regresion no lineal a la suma de dos
ecuaciones de Michaelis-Menten con valores de Ky aparentes de 1 uM y 2,5 mM. Sin
embargo, con CDP-colina, CDP-etanolamina o 2°,3’-cAMP como sustratos, so6lo se observo
respuesta activadora con el valor bajo de Kym. Después de alcanzarse una "meseta" de
actividad entre 10 pM y 1 mM de Mn®", concentraciones mas altas dieron lugar a
inhibiciones, aunque con 2’,3"-cAMP como sustrato dicha inhibicién fue muy débil, pudiendo
tomarse la curva de saturacion resultante como casi hiperbolica (Figura 21).

Esta respuesta compleja de la ADPRibasa-Mn de pez cebra frente a la elevacion de la
concentraciéon de Mn®" no puede explicarse simplemente por la accién combinada de dos
formas enzimaticas independientes, una con alta y otra con baja afinidad por el metal. En su
lugar, los resultados se pueden explicar por la presencia de dos sitios de unidon de metal que
afectan de forma diferente a la accidon enzimatica sobre distintos sustratos. La ocupacion de
un sitio de alta afinidad se requeriria para la actividad sobre cualquiera de los sustratos,
mientras que un sitio de baja afinidad tendria efectos activadores sobre la hidrélisis de ADP-
ribosa y CDP-glicerol, inhibidores sobre CDP-colina y CDP-etanolamina, y casi no tendria
efecto sobre 2°,3"-cAMP.

Todo ello puede describirse, por ejemplo, por el esquema de reaccidon que se presenta
en la Figura 22 y que fue inspirado por las ideas generales de otros autores acerca del analisis
de la cinética enzimatica en presencia de un modificador (activador o inhibidor) que puede ser
un metal [46,47]. El esquema propuesto incluye la uniéon independiente del metal (X) a dos
sitios enzimaticos diferentes, uno con alta y otro con baja afinidad. Estas uniones dan lugar a
complejos EX y XE, respectivamente. EX puede unirse al sustrato para formar el complejo
EXS, que da lugar a productos con una constante de velocidad k. En cambio, XE no se puede
unir directamente al sustrato, pero si puede hacerlo el complejo XEX, que resulta de la union
de un segundo metal, para dar un complejo XEXS, también capaz de generar productos con
una constante de velocidad £’. Segun este esquema, las diferentes respuestas a la elevacion de
Mn®" con los distintos sustratos se deben a las magnitudes relativas de k y k’: con ADP-ribosa
y CDP-glicerol, k" > k; con CDP-colina y CDP-etanolamina, k" < k; y con 2",3"-cAMP, k" = k.
Para poder poner a prueba el ajuste de los resultados experimentales a este modelo, se derivod
para ¢l una ecuacion cinética siguiendo las reglas generales de Segel para escribir ecuaciones
de velocidad de sistemas en equilibrio rapido [48]. La ecuacion resultante fue:

2
KS)I(( V+KSKXK' v
V= ArS A B2 S - (D
X SX X X SX
I+—+—+—+ +
K, K,K; K, K,K, K,K;K',

en donde S'y X son las concentraciones totales de sustrato y metal, V' =k E, V'’ =k’ E (siendo
E la concentracion total de enzima), y las constantes son como se definen en la Figura 22.
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Figura 21: Respuestas cinéticas de la ADPRibasa-Mn de D. rerio a los cambios de concentracion Mn?** con
distintos sustratos. Las velocidades iniciales de hidrdlisis de sustrato se midieron con sustrato 500 uM en
condiciones estandar, excepto por las concentraciones variables de Mn®*. Con distintos sustratos se emplearon
distintas concentraciones de enzima. Los resultados corresponden a medias + desviaciones estandar de 3
experimentos independientes. La ecuacion I se ajusto a los puntos experimentales como se explica en la seccion
1.3.2. La bondad de los ajustes se evalud calculando los coeficientes de determinacion R* = 1-[3(yi-£)%/3(vi-
ym)’] (forma modificada de la definicion dada en [49]), donde y; son los valores observados, f; los te6ricos, € ym
es la media de y;.
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Figura 22: Esquema de reaccion de la ADPRibasa-Mn de D. rerio incluyendo dos sitios de uniéon de metal
que afectan a la cinética. Las suposiciones del modelo relativas a la union de metal (X) son las siguientes. (i) X
puede unirse a la enzima (E) en dos sitios independientes con constantes de disociacion K4 (sitio A) y Kp (sitio
B) para dar los complejos EX y XE, respectivamente; la unién del metal a cualquiera de estos sitios no afecta a
su unidn al otro. (ii) En el sitio A, X actiia como un activador esencial, necesario para la union del sustrato. (iii)
En el sitio B, X se comporta como un modificador general que puede aumentar o disminuir la velocidad de
reaccion dependiendo de otras condiciones, por ejemplo el tipo de sustrato, modificando K5 a K's y/o k a k' (es
decir, V'a I"). (iv) La union de X al sustrato libre es despreciable.

La ecuacion I se ajusto a los resultados experimentales, obtenidos con concentraciones
crecientes de Mn®" y distintos sustratos. Estos ajustes se hicieron empleando la herramienta
Solver (Microsoft Excel 2004 para Macintosh), obteniéndose en todos los casos curvas
satisfactorias (Figura 21). Los ajustes se hicieron por separado para los experimentos hechos
con cada sustrato, dejandose fluctuar libremente seis variables (V, V', Ks, K's, K4y Kp). A la
vista del esquema de reaccion de la Figura 22, podria esperarse que los valores de K4 y Kz
obtenidos de dichos ajustes fuesen independientes del sustrato empleado. No obstante, los
errores en las estimaciones de dichas constantes fueron grandes, por el elevado numero de
grados de libertad del ajuste (que hace que se puedan obtener ajustes similares con diferentes
conjuntos de valores), por la falta de datos a concentraciones de Mn*" superiores a 10 mM
(que dificulta la estimacion de V) y por la posibilidad de que las concentraciones bajas de
Mn®" difieran significativamente de los niveles de ion libre (que dificulta la estimacién de
K4). A pesar de estas limitaciones, merece la pena decir que, en los ajustes con distintos
sustratos, la constante K, adoptd valores de orden micromolar (0,4-1,2 uM, excepto 16 uM
con ADP-ribosa), mientras que la constante K los adopté de orden milimolar (1,0-3,6 mM).
Por ello, a grandes rasgos, los resultados cinéticos obtenidos variando la concentracion de
Mn*" estan de acuerdo con el esquema de la Figura 22.

1.3.3 Activacion parcial de la ADPRibasa-Mn de D. rerio por Mg2+

Ademas del Mn**, como posibles activadores de la ADPRibasa-Mn se probaron Zn®",
Fe*', Fe’" y Mg”". De éstos, sélo el Mg dio resultados positivos, aunque mas débiles que el
Mn*" (Figura 23). Por otra parte, cuando Zn®", Fe*" y Fe’" se probaron sobre la ADPRibasa-
Mn activada por Mn*", los tres se comportaron como inhibidores (Figura 24).
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Figura 23: Activacién parcial de la ADPRibasa-Mn de D. rerio por Mg*". Las velocidades iniciales de
hidrélisis de ADP-ribosa 500 pM se valoraron en condiciones estandar excepto que se emplearon
concentraciones variables de Mn** o que el Mn®* se sustituyé por Mg”". Los resultados corresponden a medias =
desviaciones estandar de 3 experimentos independientes.
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Muchas enzimas activadas por Mn>" responden también al Mg**, pero éste no es el
caso de la ADPRibasa-Mn de rata, que es esencialmente inactiva en presencia de Mg”" [4,7].
Sin embargo, cuando se probo el efecto del Mg*" sobre la enzima de pez cebra, se observo
una ligera pero clara activacion. Puesto que ésta es una de las diferencias encontradas entre
las enzimas de rata y de pez cebra, se decidié comprobar cuidadosamente que se trataba de
una diferencia genuina, descartando, por ejemplo, que la actividad dependiente de Mg
pudiera deberse a una enzima bacteriana accidentalmente contaminante de la proteina
recombinante al final del proceso de expresion heterdloga en E. coli. Para ello, reexaminamos
los efectos de Mn”>" y Mg*" sobre la enzima de rata, confirmando su conocida ([4,7])
dependencia estricta de Mn”>" (Figura 23) y examinamos también el comportamiento de un
mutante puntual (H97A) de la ADPRibasa-Mn de pez cebra (véase mas adelante; seccion
1.3.5).

1.3.4 Dependencia de las actividades de la ADPRibasa-Mn de D. rerio respecto del
pH

En la Figura 25 se presentan los perfiles de pH-actividad de la ADPRibasa-Mn de pez
cebra con tres de los sustratos estudiados: ADP-ribosa, CDP-colina y 2°,3"-cAMP. El perfil
obtenido con ADP-ribosa tenia una forma de campana casi simétrica, con un 6ptimo de
actividad a pH 8,5 y actividades semi-maximas alrededor de pH 7,6 y 9,2. Por encima de pH
8,5, los perfiles obtenidos con CDP-colina y 2°,3"-cAMP fueron similares al obtenido con
ADP-ribosa, pero no asi por debajo de pH 8,5. Entre pH 6 y 8,5 las actividades hidroliticas
sobre CDP-colina y 2",3-cAMP fueron casi constantes, mientras la actividad sobre ADP-
ribosa disminuia desde pH 8,5 hacia valores mas bajos de pH, hasta ser practicamente
indetectable a pH 6.

1.3.5 Caracterizacion del mutante H97A-ADPRibasa-Mn de D. rerio

La observacion de que la ADPRibasa-Mn de pez cebra preparada como proteina
recombinante expresada en E. coli era parcialmente activada por Mg®", mientras que la de
ADPRibasa-Mn de rata no lo es, nos llevé a preguntarnos si la actividad dependiente de Mg*"
podria deberse a una contaminacion por alguna ADP-ribosa hidrolasa procedente de las
células bacterianas empleadas para la expresion heter6loga. Teniendo en cuenta que la
proteina recombinante se habia obtenido después de la adsorcion de la proteina fusion
GST/ADPRibasa-Mn sobre GSH-Sepharose y de su proteolisis especifica por la proteasa
PreScission, tal posibilidad no parecia muy probable. Sin embargo, puesto que en E. coli hay
al menos una ADP-ribosa pirofosfatasa dependiente de Mg*" [50,51], consideramos que no
debiamos descartarla a priori. Una de las vias para poner esta hipotesis a prueba era la
preparacion de un mutante puntual de la ADPRibasa-Mn de pez cebra que presentase una
pérdida clara de la actividad dependiente de Mn®" respecto a la proteina salvaje. Si la
actividad dependiente de Mg®" perteneciese a una enzima contaminante, no deberia ser
afectada por dicha mutacion, pero si las actividades dependientes de Mn”" y de Mg”*" fuesen
afectadas de forma similar por la mutacion, podria concluirse que corresponden a la misma
enzima.
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Figura 24: Inhibicién de la ADPRibasa-Mn de D. rerio por Zn*", Fe’" y Fe’". Las velocidades iniciales de
hidrolisis de ADP-ribosa 500 uM se valoraron en condiciones estandar excepto que la concentracion de Mn*" fue
30 uM, y que se afiadieron las concentraciones indicadas de cationes inhibidores en forma de cloruros. Los
valores corresponden a medias + desviaciones estandar de 3 experimentos independientes.
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Figura 25: Respuesta de las actividades de la ADPRibasa-Mn de D. rerio y su mutante H97A a los cambios
de pH. Las velocidades iniciales de hidrolisis de sustrato 500 uM, en presencia de Mn>" 5 mM, se valoraron en
condiciones estandar excepto que las mezclas de reaccion se ajustaron a los valores de pH indicados empleando
tampones de Tris/acetato (pH 6,0-7,0), Tris-HCI (pH 7,5-9,5) o glicina/NaOH (pH 9,8-10,8). Los valores de pH
mostrados en las graficas se midieron en las mezclas de reaccion. Los resultados corresponden a medias +
desviaciones estandar de 3 experimentos independientes.
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Como se describe en el siguiente apartado de esta seccion, al construir modelos
teoricos de union de diversos sustratos a la estructura tridimensional de la ADPRibasa-Mn de
pez cebra, un aspecto comun a todos ellos fue la participacion del aminoacido His” en los
complejos resultantes (véase la Figura 27). Este aminoécido aparecia a distancia de formacion
de un puente de hidrogeno con el atomo de oxigeno del enlace P-O que la enzima hidroliza y
parecia probable que la supresion de dicha interaccion por un cambio de aminodcido afectara
a la actividad. Basandonos en ello decidimos construir la proteina mutante H97A-
ADPRibasa-Mn. La construccion de un plasmido codificador de esta proteina se hizo
siguiendo el procedimiento de mutagénesis denominado QuikChange, a partir del plasmido
pVP16-2NXF que codifica la proteina salvaje (seccion 3.2.1) y la expresion y purificacion de
la proteina mutante se llevé a cabo de manera similar a la de la proteina salvaje (secciones 3.3
y 3.4.2).

En la Tabla 1, junto a los pardmetros cinéticos ya comentados de la ADPRibasa-Mn
salvaje, se presentan los obtenidos al estudiar la cinética de saturacion de la proteina H97A-
ADPRibasa-Mn. Se seleccionaron tres sustratos de diferente tipo: la ADP-ribosa, CDP-colina
y 2°,3-cAMP. Los efectos de la mutacion sobre los valores de k.t y Kv de ADP-ribosa y
CDP-colina fueron similares a grandes rasgos: fuertes descensos de kc.r (40-80 veces) y
aumentos de menor magnitud de Ky (1,3-3,6 veces), de manera que ambos sustratos vieron
fuertemente disminuidas sus respectivas eficacias cataliticas (60-280 veces). De manera
inesperada, los pardmetros cataliticos de la reaccion con 2°,3"-cAMP fueron mucho menos
afectados: el valor de ke, en lugar de disminuir, aument6 1,8 veces y el de Kyv experimentd
un aumento similar (2,2 veces), de manera que la eficacia catalitica practicamente no cambid
con este sustrato (de 22200 M's™ paso a 17500 M's™).

El escaso efecto de la mutacion H97A sobre la hidrolisis de 2°,3"-cAMP podria
considerarse un indicio de que esta actividad procedia de una enzima diferente de la
ADPRibasa-Mn. No obstante, creemos que puede descartarse esta posibilidad porque la ADP-
ribosa a concentraciones 72 uM y 144 uM, produjo la inhibicion de la hidrélisis de 27,3"-
cAMP 1680 uM por la H97A-ADPRibasa-Mn en un 30% y un 47%, respectivamente. Bajo la
hipotesis de que ambos sustratos son hidrolizados por el mismo centro activo, la hidrélisis de
2",3’-cAMP deberia ser inhibida competitivamente por la ADP-ribosa con un valor de K;
igual a su valor de Ky. Con los pardmetros cinéticos de la H97A-ADPRibasa-Mn (Tabla 1),
los porcentajes esperados de inhibicion serian 34% y 51%, en muy buena concordancia con lo
observado experimentalmente.

No obstante es necesario tener en cuenta que la falta de efecto significativo de la
mutacion H97A sobre la hidrélisis de 27,3"-cAMP se refiere a la actividad total, que de forma
muy mayoritaria corresponde a la reaccion de formacion de 3'-AMP. Debe decirse que si bien
la mutaciéon no fue en detrimento de la actividad total sobre 2°,3-cAMP, si lo fue al
considerar exclusivamente la formacion de 2°-AMP. Mientras que los productos formados por
la enzima de tipo salvaje fueron 95% 3'-AMP y 5% 2’-AMP, el mutante H97A produjo un
98,5% y un 1,5%, respectivamente (Figura 19). Asi pues, la mutacion afecté muy poco a la
mayoritaria actividad hidrolitica del P-O2" (y a la actividad total), pero redujo
considerablemente la minoritaria actividad sobre el enlace P-O3".

En la Figura 23 se representan los resultados obtenidos al explorar los efectos de la

mutacién HO7A sobre la respuesta de la ADPRibasa-Mn al Mn>" y al Mg*". Por una parte, la
curva de saturacion por concentraciones crecientes de Mn**, con ADP-ribosa como sustrato,
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reflejo un comportamiento bifasico similar al de la enzima salvaje. Al ajustar estos datos a la
ecuacion I, las constantes de disociacion K4 y Kp adoptaron valores de 130 uM y 1 mM,
respectivamente (ajuste no mostrado), siendo K4 un orden de magnitud mayor y Kz de similar
magnitud que los correspondientes valores obtenidos con la ADPRibasa-Mn de tipo salvaje y
el mismo sustrato. Por otra parte, la enzima mutante mostr6 una actividad dependiente de
2+ . . . ., .. .
Mg” reducida respecto a la salvaje en la misma proporcion que la actividad dependiente de
Mn2+

Por ultimo, en la Figura 25 se presentan los resultados obtenidos al determinar los
perfiles de pH-actividad de la enzima mutante. Estos perfiles fueron esencialmente iguales en
su forma a los obtenidos con la enzima salvaje, aunque mostraron la fuerte pérdida de
actividad sobre los sustratos ADP-ribosa y CDP-colina (mucho menos sobre 2°,3-cAMP),
como ya se puso de manifiesto al considerar los pardmetros cinéticos de las enzimas salvaje y
mutante sobre dichos sustratos (Tabla 1).

1.3.6 Evaluacion del papel del agua cristalografica unida al centro dimetalico de la
proteina de D. rerio

En la estructura cristalina de la ADPRibasa-Mn de D. rerio estan presentes una
molécula de agua que forma un puente con los dos iones del centro dimetélico (agua #844) y
una molécula de fosfato también unida a ambos iones en forma bidentada (Figura 3.C; [35]).
Las posiciones relativas de ambos elementos, agua y fosfato, indican que el primero de ellos
podria servir como nucleo6filo atacante del atomo de fésforo en las reacciones de la
ADPRIibasa-Mn de D. rerio, suponiendo que la ocupacion del centro activo por una molécula
de sustrato posiciona uno de sus grupos fosfato de manera similar al fosfato presente en la
estructura cristalina.

Para poner a prueba el efecto que puede tener el agua #844 en el posicionamiento del
fosfato, se prepararon cuatro modelos de la ADPRibasa-Mn de pez cebra: sin ninguna
molécula de agua explicita, con la molécula de agua #844 en su posicion cristalografica o con
la molécula de agua en forma de ion hidroxido (dos formas posibles). Sobre estos cuatro
modelos, desprovistos de la molécula de fosfato, se realizaron simulaciones de docking de
fosfato para comprobar en qué grado se reproducia la posicion que dicho ligando ocupa en la
estructura de la proteina. Como la estructura de rayos X no permite identificar el estado de
protonaciéon del fosfato, se probaron dos hipétesis, PO, y HPO,”, con las cuatro
configuraciones del modelo proteico, generandose en cada simulacion 200 poses. Dentro de
cada modelo proteico, PO, y HPO,” convergieron rapidamente hacia posiciones muy
similares entre si (Figura 26.ABCD), aunque en todos los casos las energias de union de
HPO,> fueron mas altas que las de PO,”, lo que es consistente con una interaccion
electrostatica menos fuerte en el primer caso (Figura 26.E). En la estructura de rayos X, el
fosfato cristalografico esta coordinado a los dos iones zinc por dos oxigenos, con el 4&tomo de
fosforo a 3,33 y 3,71 A de los iones del centro dimetalico. Comparando entre si los resultados
obtenidos con distintos modelos, lo més destacable es que, en ausencia de agua, el fosfato se
posicionaba mucho mas cerca de los metales que el fosfato cristalografico, formando ademas
un complejo inusual, con 3 4tomos de O unidos a los dos metales (Figura 26.A). La presencia
de agua (Figura 26.B) o de cualquiera de las dos formas de ion hidroxido (Figura 26.CD),
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E Modelo de Sin agua Con H,O Con OH™ Con OH™ Cristal ID
ADPRibasa-Mn (A) (B) ©) (D) INXF
Resultado de la unién de PO (varillas azul claro) POux
Distancia P-Zn-1 (A) 2,23+ 0,05 2,97 £0,03 3,09 £ 0,06 3,12+0,10 3,33
Distancia P-Zn-2 (A) 2,27+ 0,09 3,69 + 0,09 3,96 + 0,07 4,00 + 0,08 3,71
RMSD PO, ":POsx (A)  2,13+0,09 0,50 £ 0,06 0,70 + 0,07 0,72 + 0,06 0

Energia (kcal/mol) -18,09+0,11 -12,10£0,06 -8,60+0,15 -824+0,17
Resultado de la unién de HPO/” (varillas azul oscuro)

Distancia P-Zn-1 (A) 2,29 + 0,05 3,00+ 0,03 3,16 0,11 3,18+ 0,13

Distancia P-Zn-2 (A) 2,29+ 0,07 3,72+ 0,09 3,98 £0,05 3,95+0,11

RMSD HPO, PO (A)  2,12+0,07 0,49 £ 0,07 0,63 £0,12 0,58 + 0,09

Energia (kcal/mol) -13,18+0,11 -8,73 + 0,06 -6,51+0,12 -6,49+0,13

Figura 26: Efecto de la presencia de una molécula de agua cristalografica en la unioén de fosfato al centro
dimetalico de la ADPRibasa-Mn de D. rerio. A partir del modelo cristalografico de la ADPRibasa-Mn (PDB
ID 2NXF; [35]; Figura 3.A), se prepararon modelos de la proteina desprovistos de fosfato, que contenian los dos
iones del centro dimetalico, sin agua (A), con agua en forma de H,O (B), o con ion hidroxido por sustraccion de
un proton del agua (C y D). En todos los paneles graficos se presenta como referencia el fosfato cristalografico
(P, naranja; O, rojo) en la posicion que ocupa en el modelo 2NXF. Se realizaron simulaciones de unién de PO,>
(azul claro) y HPO,> (azul oscuro; atomo de hidrogeno omitido) a los cuatro modelos A-D. (E) Datos sobre las
posiciones ocupadas por PO,” y HPO,” después de las simulaciones de unién a los cuatro modelos de
ADPRibasa-Mn y sus energias de union calculadas por AutoDock; los valores de RMSD estan calculados
comparando las posiciones de los atomos P y O de PO,>/HPO, con las del fosfato cristalografico PO4x; los
resultados son medias + desviaciones estandar de las 200 poses obtenidas en cada simulacion. Las distancias
dadas en la columna de la derecha se tomaron directamente de la estructura cristalografica [35].
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produjo un impedimento estérico que no permitia que el ligando se acercase tanto a los
metales y condujo a complejos de tipo bidentado en posiciones muy parecidas a las del
fosfato cristalografico. En todos los casos, en las simulaciones con PO,> se observo una
mayor proximidad al fosfato cristalografico que en las simulaciones con HPO,* (Figura
26.E). En resumen, las simulaciones de union de fosfato a la ADPRibasa-Mn indican que el
agua cristalografica #844, sea en la forma de H,O o de OH’, pero preferentemente en la
primera, debe estar presente para reproducir el posicionamiento del fosfato cristalografico.

1.3.7 Simulacion de la unidn de sustratos a la estructura cristalina de la ADPRibasa-
Mn: orientacidn respecto a la His”’ y a la molécula de agua coordinada con el centro
dimetalico

Basandonos en la disponibilidad de la estructura tridimensional de la ADPRibasa-Mn
de D. rerio, en los resultados de su caracterizacion enzimatica, y como una extension de lo
realizado con ADP-ribosa y cADPR sobre la ADPRibasa-Mn de rata (seccion 1.2), se
llevaron a cabo simulaciones de la union de ADP-ribosa, cADPR, CDP-glicerol, CDP-
etanolamina, CDP-colina y 2",3"-cAMP al centro activo de un modelo de la proteina de D.
rerio. Los aspectos metodologicos se describen en las secciones 3.8.2, 3.9 y 3.12. En el caso
de la ADP-ribosa se hicieron simulaciones de union a los cuatro modelos proteicos
considerados en relacion con la union de fosfato en la Figura 26, llegandose a conclusiones
similares: en ausencia de la molécula de agua bidentada, las poses mas favorables de ADP-
ribosa mostraban el posicionamiento de uno de sus fosfatos mas proximo al centro dimetalico
que el fosfato cristalografico, mientras que en presencia de agua el grupo fosfato unido a los
metales quedaba en posicion muy parecida a la del fosfato cristalografico, y algo menos
cuando el agua aparecia en forma de ion hidroxido. Por ello, para hacer simulaciones de la
union de sustratos a la ADPRibasa-Mn, se empled el modelo que contiene una molécula de
H,O0.

En la Figura 27 se presenta una seleccion de las mejores poses obtenidas para los
sustratos arriba indicados. Debe entenderse que estas poses representan Unicamente
aproximaciones indicativas de formas de unién que pueden darse en el centro activo. Las
uniones reales no seran estaticas ni tienen que ser unicas. En primer lugar debemos destacar
que en todos los casos, uno de los 4&tomos de P del sustrato puede quedar muy proximo (0,2—
0,7 A; excepto cADPR, a 1,2 A) al dtomo de P del Pi que esta incluido en la estructura
cristalina de la ADPRibasa-Mn. Todos los sustratos presentaron el correspondiente grupo
fosfato en una posicion razonable para llegar a formar, como el Pi, un complejo bidentado con
el centro dimetalico. En la Figura 27 se destacan ademds las posiciones de los sustratos en
relacion con dos elementos que consideramos esenciales en la catalisis enzimatica.

Por una parte, se destaca una molécula de agua que en la estructura cristalina aparece
coordinada, formando un puente, con los dos iones del centro dimetalico. Esta molécula de
agua quedo, en todas las poses presentadas en la Figura 27, a una distancia de 2,6-3,0 A del
atomo de P, adecuada para actuar como nucledfilo atacante en la reaccion hidrolitica. En
relacién con dicho ataque, su direccion forma, con el enlace P-O escindible, un angulo muy
proximo al optimo de 180° (ataque en linea) en todos los casos (168,2°-174,8°) excepto con
cADPR (129,5°).
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ADP-ribosa cADPR

CDP-glicerol

CDP-etanolamina

CDP-colina

Figura 27: Sustratos unidos al centro activo de la ADPRibasa-Mn de D. rerio. A: Vista general con la ADP-
ribosa unida al sitio activo igual que en la primera pose individual mostrada en la parte C. B: Vista superior de A
mostrando (izquierda) la superficie proteica completa y (derecha) la misma vista con una parte de la proteina
retirada para permitir la visualizacion de la ADP-ribosa unida. C: Poses encontradas para distintos sustratos;
para ADP-ribosa, CDP-etanolamina y 2°,3’-cAMP se presentan dos poses con distintas orientaciones. En todos
los casos se presenta el residuo His”’, que corresponde al motivo GNH[D/E]. Esferas doradas, iones metélicos
del centro dinuclear; esfera roja, molécula de agua que forma un puente con los iones metalicos y que
supuestamente acttia como nucleodfilo en las reacciones de la ADPRibasa-Mn. Este ataque es muy probable que
deba hacerse con el agua en forma de ion hidroxido (seccion 1.4.4).
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Por otra parte, se destaca la cadena lateral del aminoacido His’’, perteneciente al
motivo GNH[D/E] incluido en la firma dispersa tipica de la superfamilia
metalofosfoesterasas. Uno de los atomos de N del anillo de imidazol de este residuo estd a
distancia de puente de hidrogeno del 4atomo de O del enlace P-O escindible. El
posicionamiento de los sustratos respecto a este residuo, sugiere que His’’ puede actuar como
catalizador acido/base general y/o, mas probablemente (ver la Discusion), como catalizador
por orientacion del sustrato hacia una posicion productiva.

Al modelar la unién de ADP-ribosa, CDP-etanolamina y 2°,3"-cAMP se encontraron,
para cada uno de ellos, dos poses aproximadamente igual de favorables que ofrecian distintas
orientaciones de los sustratos (Figura 27). Con los dos primeros, la doble orientacion
conduciria a que, en un caso, el enlace escindible fuera AMPO-POribosa (CMPO-
POetanolamina) con AMP (CMP) como grupo saliente, y en el otro caso, el enlace escindible
fuera AMP—OPOribosa (CMP-OPOetanolamina) con fosforribosa (fosfoetanolamina) como
grupo saliente. Los productos de la reaccion de hidrolisis serian en cualquier caso los mismos:
AMP vy fosforribosa a partir de ADP-ribosa, o CMP y fosfoetanolamina a partir de CDP-
etanolamina. En cambio, con el sustrato 2°,3"-cAMP, las dos orientaciones conducirian a que
el enlace escindible fuese P-O2" o P-O3’, y los respectivos productos formados serian
diferentes: 3'-AMP o 2'-AMP. La observacion de que la ADPRibasa-Mn hidrolizé 2°,3"-
cAMP dando lugar a un 95% de 3'-AMP y un 5% de 2"-AMP como productos alternativos
indica que este sustrato puede efectivamente unirse a la enzima en dos orientaciones
diferentes. Por el contrario, no se dispone de evidencia para dilucidar si el doble
posicionamiento virtual de ADP-ribosa y CDP-etanolamina refleja o no el comportamiento
real de la enzima. Puede decirse que un resultado similar se habia obtenido con la
ADPRibasa-Mn de rata y la ADP-ribosa (Figura 4.CD).
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1.4 Discusion: ADPRibasa-Mn

1.4.1 Caracterizacion de la familia de metalofosfatasas similares a la ADPRibasa-Mn
o ADPRibase-Mn-like

El principal aspecto del trabajo descrito en esta parte de la Tesis Doctoral es que ha
servido para definir una nueva familia de metalofosfatasas que ha recibido en SCOP (edicion
1.75, Junio 2009), dentro de dicha superfamilia, la denominacion de familia "Similar a la
ADPRibasa-Mn" (ADPRibase-Mn-like). Como ya se ha dicho en la seccion 1.1 de esta
Memoria, la creacion de esta familia fue posible por la determinacién de la estructura
tridimensional de una proteina del pez cebra D. rerio en el Center of Eukaryotic Structural
Genomics [35] y por la clonacion molecular y caracterizacion funcional en nuestro laboratorio
de la ADPRibasa-Mn de rata [4,5] que, en buena parte, corresponde a lo descrito en la seccion
1.2 de esta Tesis. Esto significa que la definicion actual de la familia ADPRibase-Mn-like esta
basada en prototipos estructural y funcional diferentes. La caracterizacion funcional de la
ADPRibasa-Mn de pez cebra, descrita en la seccion 1.3, ha servido para unificar el
conocimiento sobre estructura y funcion de esta familia en una misma proteina. Al mismo
tiempo, la comparacion entre la ADPRibasa-Mn de rata y la de pez cebra ha puesto de
manifiesto qué aspectos funcionales pueden estar conservados dentro de la familia y cudles
pueden diferir de un miembro a otro.

Respecto a las caracteristicas estructurales de la familia ADPRibase-Mn-like debe
destacarse que en nuestro laboratorio, recientemente, nos hemos preguntado cuéles podrian
ser los elementos estructurales Unicos que la distinguen de las restantes familias
pertenecientes a la superfamilia de las metalofosfatasas. Mediante alineamientos estructurales,
Jodo M. Ribeiro ha identificado tres elementos de la ADPRibasa-Mn de pez cebra como
especificos de la familia ADPRibase-Mn-like [6]. Son tres regiones que no tienen
contrapartida en las estructuras conocidas representativas de las otras familias de
metalofosfatasas: estdn formadas por los aminoéacidos 20-35, 65-70 y 150-195 de la
ADPRibasa-Mn de pez cebra. Tales regiones estan conservadas en los modelos estructurales
tedricos que se encuentran registrados en la base de datos SWISS-MODEL Repository [52]
para proteinas ADPRibasa-Mn de otros organismos, entre ellos el modelo tedrico de la
ADPRibasa-Mn de rata empleado para desarrollar la seccion 1.2 de esta Memoria. La
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identificacion de dichos elementos tinicos no es parte formal de esta Tesis, pero el articulo en
que se describe [6] se reproduce en el Suplemento CD-ROM (Articulo 3) porque contiene
otros resultados que si lo son. Algunos de los resultados de la caracterizacion funcional de la
ADPRibasa-Mn de pez cebra o de rata pueden relacionarse con estos elementos estructurales
unicos (ver mas abajo).

1.4.2 Especificidad de sustrato de las enzimas ADPRibasa-Mn: preferencia por ADP-
ribosa/CDP-alcoholes y significado de las actividades sobre 2°,3°-cAMP y cADPR

Por lo que se refiere a la especificidad global de la ADPRibasa-Mn, el estudio de la
enzima de D. rerio llega como una confirmacion de la preferencia combinada, un tanto
inesperada, por ADP-ribosa y CDP-alcoholes, anteriormente solo descrita para la enzima de
rata [7]. En las condiciones investigadas, ninguna de las dos enzimas hidroliza, por ejemplo,
ADP-glucosa, UDP-glucosa, CDP-glucosa, CDP, CMP, AMP o 3°,5'-cAMP. Al considerar
sus constantes de especificidad (k../Km) con los sustratos significativos, las enzimas de rata y
de pez cebra son similares en sus altas eficacias como hidrolasas de ADP-ribosa (=3.3 x 10
M's™), su mejor sustrato, y también son similares en su eficacia 10 veces menor con CDP-
etanolamina (=3.0 x 10* M's™). Con los restantes sustratos, ambas enzimas presentaron
diferencias cuantitativas: la ADPRibasa-Mn de D. rerio fue 2 veces (CDP-glicerol), 17 veces
(CDP-colina), 34 veces (ADP) y 150 veces (cADPR) menos eficaz que la de rata (Tabla 1).
Por lo tanto puede decirse que la especificidad de la enzima de D. rerio por ADP-ribosa
respecto a otros sustratos es mas estricta que la de la enzima de rata. La gran diferencia
registrada en las respectivas actividades sobre cADPR se discute mas abajo.

En el curso del estudio de la ADPRibasa-Mn de pez cebra se encontrd que tiene
actividad fosfodiesterasa sobre 2°,3"-cAMP, que da 3'-AMP como principal producto. La
posible actividad de la ADPRibasa-Mn de rata sobre este sustrato no se habia estudiado
anteriormente [4,7]. Por ello, es importante sefialar aqui que en el laboratorio se ha
comprobado a posteriori que esta actividad la presentan también la ADPRibasa-Mn de rata y
la ADPRibasa-Mn humana [53], que ha sido recientemente clonada, y se est4 caracterizando
en el laboratorio como enzima recombinante. Acerca de la actividad 27,3 "-fosfodiesterasa de
las enzimas ADPRibasa-Mn, debe tenerse en cuenta que, de acuerdo con lo recientemente
publicado, se trata de un rasgo comun a muchas fosfodiesterasas, pertenecientes o no a la
superfamilia de las metalofosfatasas [54]. Puesto que esta actividad puede relacionarse con la
baja energia de activacion de la hidrodlisis del enlace P-O2” comparado con la del P-O3’, se ha
especulado que el centro activo de aquellas enzimas que forman preferentemente 2'-AMP
debe estar especificamente disefiado para impedir que el 2°,3’-cAMP adopte la orientacion
necesaria para hidrolizar el enlace P-O2’. Claramente, éste no es el caso de la ADPRibasa-
Mn, puesto que, en las simulaciones de union de 2°,3"-cAMP al centro activo, este sustrato
pudo adoptar dos orientaciones, una adecuada para la hidrolisis de P-O2" y otra para P-O3’,
pero la reaccion de formacion de 3'-AMP fue la predominante. Por lo tanto, se puede decir
que la hidroélisis de 27,3"-cAMP por la ADPRibasa-Mn es otra manifestacion de esta actividad
"inespecifica" de fosfodiesterasas que, por otra parte, pueden tener especificidades de sustrato
amplias o restringidas [54]. Mds abajo se discute el papel que, en relacion con esta actividad,
se ha atribuido por otros autores [45] a la histidina de la region GNH[D/E] comprendida en el
motivo secuencial de las metalofosfatasas (seccion 1.1), que en la ADPRibasa-Mn de pez
cebra corresponde al residuo His”” mutado a Ala dentro de esta Tesis.
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Otra importante novedad aqui descrita es la actividad de la ADPRibasa-Mn sobre
cADPR. Este nucledtido es un regulador universal del Ca** que, entre otras cosas, como la
ADP-ribosa, afecta a los canales TRPM2 y al Ca®" citosolico en células inmunitarias
[55,56,57]. La cADPR es producida por enzimas de la familia ADP-ribosil ciclasa [58]
incluyendo la ciclasa soluble de Aplysia [59], las NADasas CD38 de mamiferos, ligadas a
membranas [42,60,61,62,63,64,65], BST-1/CD157 [66,67], y la NADasa mitocondrial [68].
La sintesis de cADPR implica la formaciéon de un enlace glicosidico inusual entre el atomo
N1 de la adenina y el CI de la ribosa distal en el NAD, convirtiendo este compuesto en
cADPR y nicotinamida. En el caso de CD38, la ADP-ribosil ciclasa mas estudiada en
mamiferos, ésta es una actividad relativamente pequefia comparada con la hidrélisis de NAD
a ADP-ribosa por su actividad NADasa. Sin embargo hay indicaciones de que la ciclasa es
favorecida sobre la hidrolasa a pH acidico, y de que ciclasas localizadas en el interior de
vesiculas acidicas de huevos de erizo de mar pueden ser responsables de la formacion de
cADPR, después enviado al citoplasma por transportadores de membrana [69]. También se ha
indicado recientemente que CD38 puede presentar en parte una orientacion de su centro
activo hacia el citoplasma, pudiendo generar directamente cADPR intracelular [70]. Todas las
ADP-ribosil ciclasas probadas catalizan también la conversion de cADPR en ADP-ribosa por
hidrolisis de la unién N'-glicosidica. Durante largos afios ésta ha sido la tnica via enzimatica
conocida para el recambio de cADPR. Para este compuesto, la estrategia de recambio
fosfohidrolitico parecia ser inoperante, pues no se conocia ninguna enzima con actividad de
cADPR fosfohidrolasa, incluidas fosfodiesterasas o nucledtido pirofosfatasas de amplia
especificidad [41,42,71,72,73]. Asi pues, el hallazgo de la actividad cADPR fosfohidrolasa de
la ADPRibasa-Mn de rata constituye una importante novedad en este campo. La formacion de
pRib-AMP por la ADPRibasa-Mn de rata podria representar una nueva via de recambio de
cADPR, que podria ser operativa en el citoplasma. Aunque la eficacia catalitica de esta
reaccion frente a la hidrélisis de ADP-ribosa es solo de 1:65, es de notar que esta proporcion
es aproximadamente igual que el cociente de la formacién de cADPR/ADP-ribosa a partir de
NAD por CD38 [42,62,74,75]. El producto de fosfohidrélisis de cADPR por la ADPRibasa-
Mn, pRib-AMP, es conocido como un intermediario de la biosintesis de histidina, formado
por hidrolisis de pRib-ATP en procariotas, eucariotas inferiores y plantas [39,76,77]. Ademas,
muy recientemente, se ha descrito la presencia de pRib-AMP y de cADPR en eritrocitos
humanos, con un marcado incremento en los niveles de ambos compuestos en relacion con la
invasion por el agente de la malaria Plasmodium falciparum [78] y con un posible papel de la
liberacion de Ca*" mediada por cADPR en dicho proceso de invasion [79]. Esta situacion
tiene connotaciones muy interesante, y se ha propuesto que los componentes de la via de
sefializacion de cADPR y los mecanismos para su recambio metabdlico, incluyendo su
posible conversion en pRib-AMP, son de interés farmacoldgico potencial en relacion con la
malaria [78]. Sin embargo hay numerosos interrogantes que permanecen sin aclarar, y nos
gustaria mencionar aqui algunos de ellos, como la falta de informacion sobre la presencia o no
de ADPRibasa-Mn funcional en eritrocitos humanos, y la ausencia de ortélogos de
ADPRibasa-Mn y de ADP-ribosil ciclasas en el genoma de P. falciparum (resultados de
comparaciones BLAST, no mostrados).

Como ya se ha comentado mas arriba, la diferencia mas notable entre las actividades
de las ADPRibasa-Mn de rata y de D. rerio se pone de manifiesto precisamente al considerar
la actividad fosfohidrolitica sobre cADPR. La ADPRibasa-Mn de rata hidroliza cADPR con
una constante de especificidad de 4160 M™'s™, pero la actividad cADPR fosfohidrolasa de la
ADPRibasa-Mn de D. rerio, si bien es detectable mediante la valoracion del producto pRib-
AMP por HPLC, presenta una eficacia catalitica de solo 28 M™'s™, comparativamente
insignificante. Hay que destacar que esta diferencia entre ambas enzimas parece una
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diferencia genuina entre enzimas de mamifero y de pez, pues la ADPRibasa-Mn humana
hidroliza cADPR con una eficacia similar a la de rata (= 4000 M's™) [53]. Para reforzar la
significacion de la escasa actividad de la ADPRibasa-Mn de pez cebra sobre cADPR, se
analiz6 el genoma de D. rerio en busca de homodlogos potenciales de las cADPR
sintetasas/glicohidrolasas humanas CD38 o BST-1. Las busquedas BLAST realizadas dieron
resultado negativo, indicando que no s6lo la ADPRibasa-Mn de pez cebra es ineficaz como
fosfohidrolasa de cADPR, sino que las vias mas conocidas de sintesis y degradacion de este
regulador parecen ser inexistentes en D. rerio. Si esto refleja una situacion filogenética
general, seria un argumento indirecto a favor de la importancia de la ADPRibasa-Mn en la
sefializacion por cADPR.

1.4.3 El centro activo de la ADPRibasa-Mn

La estructura tridimensional de la ADPRibasa-Mn de pez cebra ([35] y Figura 3) y el
modelo tedrico de la ADPRibasa-Mn de rata (Figura 4) contienen una hendidura en cuyo
fondo se encuentra el centro dimetélico tipico de la superfamilia metalofosfatasas, asi como
una molécula de fosfato en los cristales de la enzima de D. rerio. Todo indica que dicha
hendidura contiene el centro activo de la ADPRibasa-Mn.

Por una parte, las simulaciones de docking a ambas proteinas confirmaron que los
sustratos encajan favorablemente en dicha hendidura. Ademads, en los resultados del docking
de ADP-ribosa, CDP-alcoholes y 2°,3"-cAMP a la ADPRibasa-Mn de pez cebra, se constato
la disposicion de tres grupos de manera que podrian participar en la hidrolisis de la union
fosfodiéster o fosfoanhidrido catalizada por la enzima. Estos tres grupos son: (a) una molécula
de agua presente en los cristales enzimaticos con un alto grado de ocupacion, unida al centro
dimetalico formando un puente con los dos metales, y colocada respecto al &tomo de fosforo
del enlace P-O escindible en buena orientacién para actuar como nucleofilo; (b) el
aminoacido His”’, que es parte del motivo GNH[D/E] de la firma dispersa de las
metalofosfoesterasas, y que se dispone de manera que un atomo de nitrégeno del anillo de
imidazolio forma un puente de hidrogeno con el atomo de oxigeno del mencionado enlace P-
O; (c) el aminoacido Arg’', cuyas cargas positivas quedan proximas y establecen una
interaccion favorable con las cargas negativas de los fosfato(s) del sustrato. El papel de estos
grupos se discute con mayor detalle en apartados posteriores.

Por otra parte, las tres regiones estructurales recientemente identificadas como
especificas de la familia ADPRibase-Mn-like se localizan alrededor de la mencionada
hendidura [6]. Una de tales regiones, formada por los aminoacidos 20-35 de la ADPRibasa-
Mn de D. rerio, incluye el residuo Arg®' arriba citado, mientras que el resto de dicha region y
las regiones formadas por los aminoacidos 65-70 y 150-195 quedan demasiado alejadas para
participar en la catélisis. Su localizacion hace pensar que puedan tener algiin papel en la union
de grupos funcionales del sustrato relativamente separados del grupo o grupos fosfato: tal vez
la mitad X de sustratos NDP-X (ribosa, alcohol) y sobre todo el nucledsido (adenosina,
citidina). De hecho, Arg’' es el unico aminoacido componente de las tres regiones 20-35, 65-
70 y 150-195 que en las simulaciones de docking se dispone proximo al grupo pirofosfato de
la ADP-ribosa, por ejemplo, mientras que algunos de los restantes aminoacidos quedan
proximos a la adenosina o la ribosa. Lo mismo puede decirse de las regiones de la
ADPRibasa-Mn de rata equivalentes a las anteriores: son las formadas por los aminoécidos
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32-47, 79-84 y 166-208. La primera contiene el aminoacido Arg®, que ocupa una posicién
equivalente a la Arg®' de la enzima de pez cebra.

Los complejos de la ADPRibasa-Mn con sustratos unidos por simulacién de docking
muestran el centro activo en una conformacion predominantemente cerrada, de forma que no
estd claro que en esas condiciones una molécula de sustrato pudiera acceder directamente al
centro activo. Esta es una de las razones por las que se decidi6 hacer simulaciones de
dindmica molecular de la proteina y de sus complejos. Estas simulaciones se hicieron en su
momento empleando el modelo tedrico de la ADPRibasa-Mn de rata. Es indudable que
tendria interés hacerlas también con la estructura experimental de la proteina de pez cebra,
pero, por razones de temporalidad, esto todavia no se ha hecho. En cualquier caso, las
simulaciones hechas con la ADPRibasa-Mn de rata revelan algunas caracteristicas de la
hendidura potencialmente relevantes en relacion con su papel como contenedor del centro
activo. En primer lugar, la dindmica molecular de la hendidura pone de manifiesto su
conversion a conformaciones mucho mas abiertas, tanto en ausencia de sustrato unido, como
en presencia de cADPR. En este ultimo caso, la apertura del centro activo se produce
acompafiada de una torsiéon de 60° por parte del ligando. La tendencia a pasar a una
conformacion abierta del centro activo es mucho menos apreciable en el complejo de la
ADPRibasa-Mn con ADP-ribosa, el sustrato mas favorable. Las conformaciones abiertas del
centro activo permitirian la entrada del sustrato y ello podria provocar un ajuste inducido
conducente a complejos enzima-sustrato cataliticamente activos. En segundo lugar, las
simulaciones de dinamica molecular revelaron un efecto de la ADP-ribosa, unida al centro
activo, sobre el lazo formado por los aminoacidos 34-41 de la ADPRibasa-Mn de rata. Este
lazo es parte de la region unica 32-47 y se presenta muy desordenado en ausencia de ligando,
mientras que su movilidad disminuye en presencia de ADP-ribosa o de cADPR (Figura
10.AB). Dentro de este lazo, durante la simulacion dindmica, se produce un contacto
hidrofdbico por apilamiento entre la base adenina y el anillo de Phe’’ (Figura 17.CD), asi
como la formacién de un puente de hidrogeno entre la ribosa-1 y la cadena lateral de GIn™®
(Figura 13.AC). En la simulacién con cADPR, el apilamiento con Phe’’ no se observo,
aunque se produjeron algunos contactos atomicos entre la cadena lateral de este aminoacido y
el ligando (Figura 16), pero si que se establecieron puentes de hidrogeno de la cadena lateral
de GIn®® con la adenina en la primera parte de la simulacién, o con la ribosa-1 en una parte
mas avanzada (Figura 15.AC), después de la torsion de 60° de la cADPR antes mencionada.
Por lo tanto, la disminucion del desorden en el lazo 34-41 parece deberse a interacciones con
los ligandos. La importancia de la interaccion entre la ADP-ribosa y el residuo de Phe’’ se ha
corroborado recientemente en un estudio de la ADPRibasa-Mn humana, en la que se ha visto
que la mutacién del aminoacido equivalente (también Phe’’) a alanina produce una elevacion
de la Ky para ADP-ribosa, con poco efecto sobre kca [53].

1.4.4 Mecanismo de reaccion de la ADPRibasa-Mn: papel de la molécula de agua
bidentada con el centro dimetalico

En general se acepta que las metalofosfoesterasas hidrolizan sus sustratos mediante un
ataque nucleofilico directo por una molécula de agua activada por coordinacion con el centro
dimetalico dinuclear, sin que se formen intermediarios covalentes enzima-producto [80]. Sin
embargo, tanto la naturaleza precisa del nucleofilo como la forma de union del sustrato han
sido objeto de controversias. Resumidamente, hay dos propuestas diferentes: (i) union
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terminal del nucledfilo a uno de los iones metalicos, M1, que es Fe’" en las fosfatasas 4cidas
purpura [30] y Mn®" en la fosfatasa APP [81]; (ii) union bidentada del nucle6filo formando un
puente entre ambos metales [82,83]. En el primer caso, el sustrato se uniria terminalmente al
metal no unido al nucleofilo; en el segundo, la unioén del sustrato seria bidentada como la del
nucleofilo, formando un puente de fosfato. En la estructura cristalina de la ADPRibasa-Mn de
D. rerio hay una molécula de agua formando un puente entre ambos iones y una molécula de
Pi unida en forma bidentada. Con pequefias desviaciones, los sustratos de la ADPRibasa-Mn
unidos virtualmente a la proteina de pez cebra con la molécula de agua, adoptan poses en las
que uno de los grupos fosforilo queda orientado también en forma (casi) bidentada. Ademas,
en dichas poses, todos los sustratos, excepto cADPR, aparecen en una posicion adecuada para
un ataque nucleofilico en linea, formando un angulo con el enlace P-O escindible no muy
alejado del ideal de 180° (168,2°-174,8°). No es asi, sin embargo, en el caso de cADPR que,
aunque puede unirse al centro activo, no adopta una pose adecuada para un ataque en linea,
pues el angulo presentado para este posible ataque es de 129,5°. Esto estd de acuerdo con el
valor de Ky para cADPR poco mayor que el de la ADP-ribosa, pero una k¢, extremadamente
pequeiia, como se encontrd experimentalmente (Tabla 1). No es posible comparar la posicion
de cADPR respecto al agua en la proteina de pez cebra con lo que sucede en la proteina de
rata, porque en este caso no se hicieron simulaciones de docking incluyendo una molécula de
agua bidentada. Sin embargo, como ya se ha dicho, recientemente se ha comprobado que la
ADPRibasa-Mn humana tiene actividad de cADPR fosfohidrolasa de igual magnitud que la
enzima de rata. En el caso de la ADPRibasa-Mn humana se han hecho simulaciones de
docking incluyendo una molécula de agua bidentada y se ha comprobado que cADPR puede
unirse al centro activo en posiciones adecuadas para un ataque en linea, presentando un
angulo de ataque de 170° [53].

La correlacion entre el grado de actividad cADPR hidrolasa de las enzimas de pez
cebra y humana, y la adopcion de poses que presentan angulos inadecuados o adecuados para
dicho ataque, corroboran la intervencion del agua unida al centro dimetdlico en forma
bidentada como nucleodfilo en las reacciones de la ADPRibasa-Mn. En cualquier caso, la
forma de agua que actuaria como nucledfilo no seria H,O, sino probablemente OH", como se
ha propuesto en general para otras metalofosfatasas bimetalicas [80,82,83], y para
compatibilizar la accién nucleofilica con la unidon bidentada al centro dimetalico.

1.4.5 Mecanismo de reaccion de la ADPRibasa-Mn: papel de la histidina del motivo
GNH[D/E] como catalizador por orientacion e independencia de la actividad 2°,3"-
cAMP fosfodiesterasa respecto a dicho aminoacido

En todos los complejos formados por los sustratos en el centro activo de la
ADPRibasa-Mn de D. rerio, un atomo de N del anillo de imidazolio del aminoacido His’’
(que es parte del motivo GNH[D/E] de la firma dispersa de las metalofosfatasas) forma un
puente de hidrogeno con el atomo de O del enlace P-O escindible. Los efectos de la
sustitucion de His”’ por alanina sobre los pariametros cinéticos de la enzima indican que este
residuo tiene un papel en la catdlisis (Tabla 1). En otros miembros de la superfamilia, la
histidina GNH[D/E] se requiere para la actividad enzimadtica, pero su papel concreto no esta
totalmente definido [80]. Se ha propuesto que puede actuar sobre el grupo saliente alcohol,
bien como un catalizador acido/base general o contribuyendo a la neutralizacion de su carga
negativa en el estado de transicion [84]. En la ADPRibasa-Mn, en tanto ésta act@ia como

56



ADPRibasa-Mn: discusion

pirofosfohidrolasa, esa intervencion pareceria perder importancia, puesto que el grupo saliente
es un fosfato esterificado, como AMP o fosforribosa en el caso de la hidrélisis de ADP-
ribosa. Solamente en la reaccion de hidrolisis de 2°,3'-cAMP aparece un grupo saliente
alcohol, pero precisamente en este caso la mutacion H97A tiene poco efecto sobre el valor de
keat (Tabla 1). Una interesante posibilidad alternativa para interpretar la importancia de His®’
en la catalisis por la ADPRibasa-Mn de pez cebra es que, como en el caso de la familia de las
fosfatasas 4acidas purpura [85], el papel de la histidina de GNH[D/E] se base en el
posicionamiento del sustrato en la orientacion correcta respecto al nucledfilo (catalisis por
orientacion). La fuerte disminucion de k., propiciada por la mutacion H97A en las reacciones
de hidrdlisis de fosfoanhidridos se explicaria por la menor probabilidad de que, en ausencia
del efecto orientador de His’’, el sustrato alcance a colocarse en la orientacion en linea. En
este contexto, la marcada independencia de la hidrélisis de 2°,3"-cAMP respecto a His’’ debe
interpretarse como una indicacion de que este compuesto adopta facilmente la orientacion
correcta en el centro activo. Ello puede relacionarse con la relativa rigidez de este sustrato
comparado con los otros y, por lo tanto, con su menor grado de libertad dentro del centro
activo. De hecho, esto puede deducirse del andlisis cuidadoso de los resultados de las
simulaciones de union, como se explica a continuacion.

Las poses encontradas en las simulaciones de union de ligandos no son Unicas, sino
que en realidad se pueden clasificar en clusters o agrupaciones. Por lo tanto, las poses
seleccionadas en la Figura 27 se pueden considerar representativas escogidas dentro de un
grupo formado por miembros que ocupan posiciones parecidas entre si. Las simulaciones de
union se prolongaron hasta conseguir un numero de 100-200 poses dentro del centro activo.
Estos conjuntos fueron analizados mediante el algoritmo de Jarvis-Patrick para determinar el
numero de clusters en cada caso [86]. En este analisis se encontr6 que con ADP-ribosa y con
los CDP-alcoholes podian definirse 80-145 clusters diferentes, con cADPR 18, y con 2°,3-
cAMP solamente 4, a pesar de que con este ligando se obtuvo el mayor numero total de poses
dentro del activo. Esto, sin duda, puede interpretarse como un indicador cuantitativo de la
menor diversidad de posiciones que 2°,3-cAMP puede adoptar, comparado con los otros
sustratos. Esta diferencia puede explicar el efecto diferencial de la mutacion H97A sobre las
actividades de la ADPRibasa-Mn: con sustratos que pueden adoptar muchas poses diferentes,
el efecto orientador de la histidina es decisivo, pero la muy restringida diversidad de
posicionamiento de 2°,3"-cAMP hace que, una vez que el sustrato estd en el centro activo,
His’’ resulta poco importante, por no decir innecesario, puesto que existen pocas posiciones
alternativas a la productiva.

En un estudio publicado acerca de la actividad fosfodiesterasa de nucledtidos 2°,3"-
ciclicos se ha investigado el papel de la histidina del motivo GNH[D/E] en dicha actividad
mediante la comparacion de formas de tipo salvaje y mutante de tres fosfohidrolasas
dinucleares [45]. (i) La polinucledtido quinasa/fosfatasa CthPnkp de Clostridium
thermocellum es una fosfatasa/fosfodiesterasa que, entre otras cosas, hidroliza 2°,3"-cAMP
produciendo exclusivamente 2'-AMP. La sustitucion de la histidina GNH[D/E] (His*** en este
caso) por Ala, Asn o Gln produce una enzima con mucha menos actividad sobre 2°,3"-cAMP,
pero mayor actividad sobre bis-p-nitrofenilfosfato [87]. (i) La proteina Rv0805 de
Mycobacterium tuberculosis es una enzima inicialmente descrita como fosfodiesterasa de
nucleotidos 37,5 -ciclicos [88], pero que después se demostrd que es mucho mas activa sobre
2".3’-cAMP, dando 3’-AMP como producto mayoritario acompafiado de una pequefia
proporcion de 2"-AMP. La sustitucién de la histidina GNH[D/E] (His™® en este caso) por Ala
o Asn suprimi6 la fosfodiesterasa 2°,3" sin afectar a la actividad sobre bis-p-nitrofenilfosfato
[45]. (ii1) La proteina YfcE de E. coli hidroliza fosfodiésteres artificiales, pero no, o s6lo muy
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lentamente, 2°,3'-cNMP [89]. En esta enzima, el residuo de histidina equivalente a los
anteriores esté sustituido por Cys’*. Cuando esta cisteina se sustituye por histidina, la proteina
Y fcE mutada adquiere una vigorosa actividad de 2°,3"-cNMP fosfodiesterasa que da 3-AMP
como unico producto [45]. Basandose en estos resultados se ha concluido que la histidina
GNH[D/E] es un determinante de la actividad 2°,3"-cNMP fosfodiesterasa [45]. Sin embargo,
el hecho de que la proteina mutante H97A-ADPRibasa-Mn sea completamente activa sobre
2°,3’-cAMP (Tabla 1) no encaja en esta generalizacion, indicando que las cosas son mas
complicadas y que la actividad fosfodiesterasa 2°,3" de las metalofosfatasas no se puede
atribuir solo a la presencia de la histidina GNH[D/E], sino que probablemente se relaciona
con factores adicionales que actian positiva o negativamente.

El papel de la histidina del motivo GNH[D/E] en la catélisis de las enzimas
ADPRibasa-Mn, incluyendo su menor importancia en la hidrdlisis de 2°,3"-cAMP, ha sido
confirmado recientemente por experimentos de mutagénesis puntual de la enzima humana, en
los que el residuo correspondiente (His''' en esta proteina) ha sido sustituido por alanina [53].

1.4.6 Mecanismo de reaccion de la ADPRibasa-Mn: papel de una arginina que
interacciona electrostaticamente de forma favorable con los fosfatos del sustrato

En los cristales de la ADPRibasa-Mn de D. rerio, que contienen un fosfato ligado al
centro dimetélico, el grupo guanidino del aminoacido Arg’' queda orientado hacia él. Se ha
sugerido que esta disposicion indica que la arginina puede estar implicada en la neutralizacion
de la carga del sustrato o de una especie de transicion [90]. Esta orientacion se repite en los
complejos con sustratos obtenidos por docking a la estructura de la proteina de pez cebra o al
modelo tedrico de la ADPRibasa-Mn de rata (en este caso, el aminoacido equivalente es
Arg®). La importancia de este residuo se ha confirmado también recientemente por
experimentos de mutagénesis de la enzima humana, en los que el residuo correspondiente
(Arg® en esta proteina) ha sido sustituido por alanina lo que conduce a una pérdida masiva de
actividad [53]. Es de destacar que, como ya se ha comentado, este residuo de arginina forma
parte de una de las tres regiones aminoacidicas especificas de la familia ADPRibase-Mn-like
[6]. La intervencion de un residuo de estas caracteristicas en la catalisis puede relacionarse
con la actuacion de la ADPRibasa-Mn sobre sustratos difosforilados.

1.4.7 Sitios de unién de Mn?"y efectos sobre las actividades de las enzimas
ADPRibasa-Mn

Los miembros de la superfamilia de las metalofosfatasas contienen un centro
dimetalico con diferentes pares o combinaciones de iones, frecuentemente de identidad
desconocida en las enzimas nativas [80]. En las metalofosfatasas mejor estudiadas, las
fosfatasas acidas purpura, se trata de un centro heterovalente Fe(III)-M(II), en el que M es Fe
en mamiferos y Zn o Mn en plantas. En el grupo de las proteina-fosfatasas Ser/Thr de
mamiferos, el estado de oxidacion del Fe ha sido objeto de controversias, pero actualmente se
cree que contienen un centro homovalente Fe(I)-M(II). En general se acepta que, en
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diferentes miembros de la superfamilia, el sitio 1 esta ocupado por Fe**, Mn*", Ni*" 0 Zn*, y
el sitio 2 por Fe*', Zn*" o Mn”" [80]. La estructura resuelta de la proteina de E. coli YcfE
contiene dos iones de Zn*" en el sitio activo, pero se supone que en realidad estos iones se
unieron a la proteina durante su purificacién y que reflejan un sitio activo di-Mn** [89,91]. La
ADPRibasa-Mn de D. rerio fue modelada también con dos iones de Zn>* en el centro
dinuclear, sin embargo, al igual que la ADPRibasa-Mn de rata y que la proteina YcfE de E.
coli, su actividad es dependiente de Mn”" exdgeno. Analisis de metales de la ADPRibasa-Mn
de D. rerio, hechos antes de su cristalizacion, dieron como resultado la presencia de 1,3 mol
de Fe y 0,23 mol de Mn por mol de proteina [90]. Asimismo, la inhibiciéon de la ADPRibasa-
Mn de rata por agentes quelantes indica la presencia de un ion fuertemente unido distinto de
Mn, posiblemente Fe o Zn [4]. En conjunto, estos resultados indican que la ADPRibasa-Mn
contiene un centro heteronuclear Fe/Mn.

El requisito de metales exdgenos (principalmente Mn”*, Zn*" o Ni*") que presentan
muchas metalofosfoesterasas se atribuye generalmente a la pérdida de uno o ambos metales
nativos durante la purificaciéon. No obstante, en algiin caso se ha propuesto una explicacion
alternativa, suponiendo que en el estado de reposo s6lo un ion metélico estd ligado al centro
dinuclear, que permanece asi inactivo; el segundo metal entraria en el centro activo unido o al
mismo tiempo que el sustrato [81]. Como ya hemos dicho, la ADPRibasa-Mn requiere la
adicion de Mn®" exédgeno para ser activa. A este respecto, la enzima de rata presenta una
dependencia hiperbolica del Mn*". Puesto que la aparente saturacion de la enzima por el metal
se produce a concentraciones muy inferiores a las de sustrato, se concluye que el Mn*>" actia
uniéndose a la enzima [4,7]. La ADPRibasa-Mn de pez cebra, actuando sobre ADP-ribosa,
presentd una respuesta mas complicada al Mn®", con una curva de saturacion bifasica que
puede explicarse por un mecanismo que incluye sitios de union de metal independientes, uno
con alta y otro con baja afinidad. La activacion correspondiente a una union de Mn>" a un
sitio de alta afinidad fue independiente del sustrato, y presentd una meseta de actividad en el
intervalo de Mn*" 5-100 uM a una concentracion de sustrato 500 uM. Esto es similar a lo
observado con la enzima de rata y es probable que refleje la ocupacion completa de los sitios
metélicos del centro dinuclear. La adicién de Mn”" a concentraciones superiores a | mM, que
da lugar a la ocupacion de un sitio de union de baja afinidad por el metal, tuvo efectos
dependientes del sustrato: activadores con ADP-ribosa y CDP-glicerol, inhibidores con CDP-
etanolamina y CDP-colina, neutros con 2°,3"-cAMP (Figura 21). La sustitucién de la His®’
por Ala produjo un aumento de la constante de disociacién Ka, correspondiente al sitio de
union de alta afinidad, sin afectar a K, correspondiente al sitio de baja afinidad. El
aminoacido His”’ no estd implicado directamente en la coordinacién con los iones metalicos
del centro dinuclear, pero su aminoacido vecino Asp’® si lo esta. Por todo ello, es tentador
especular que el sitio de uniébn A es una de las posiciones del centro dinuclear (podria
corresponder a M1 como se ha propuesto para la proteina APP [81]), mientras que el sitio de
union B podria estar localizado fuera del centro activo. Es de notar que la estructura cristalina
de la ADPRibasa-Mn de D. rerio contiene dos iones metalicos en un sitio exterior proximo a
un elemento helicoidal (Figura 3.A) que parece estar bien colocado para servir como elemento
regulador del centro activo y que forma parte de una de las tres regiones estructurales
especificas de la familia ADPRibase-Mn-like [6]. Las diferencias estructurales entre los
sustratos podrian explicar los distintos tipos de respuesta resumidos en la Figura 21. Queda
por investigar cual puede ser la base estructural de los diferentes tipos de respuesta al Mn®"
presentados por las enzimas de rata y de pez cebra.
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2. ESTUDIOS DE LAS ACTIVIDADES Y CENTRO ACTIVO DE LA
TRIOQUINASA/FMN CICLASA HUMANA °

2.1 Antecedentes

La trioquinasa (EC 2.7.1.28) cataliza el tercer y ultimo paso de la via clasica de Hers
para el metabolismo de fructosa: el grupo 1-OH del monosacarido es fosforilado por la
fructoquinasa, el producto fructosa-1-fosfato es convertido por la aldolasa B a
dihidroxiacetona-fosfato y D-gliceraldehido (GA), y por ultimo éste es fosforilado a D-
gliceraldehido-3-fosfato por la trioquinasa [95]. En la Figura 28 se representa la via de Hers
en el contexto de otros procesos metabolicos importantes. En la denominada encrucijada del
gliceraldehido, la trioquinasa fosforila al D-gliceraldehido, predominando esta reaccion sobre
las acciones competidoras de las enzimas aldehido deshidrogenada, que forma D-glicerato, y
alcohol deshidrogenada, que forma glicerol [96,97,98]. En la Figura 29 se representan las
reacciones de fosforilacion cuya catalisis se atribuye a la trioquinasa. (a) La actividad GA
quinasa es la caracteristica distintiva de la trioquinasa, mediante la cual participa en la via de
Hers. (b) La actividad dihidroxiacetona (DHA) quinasa es una actividad acompafiante de la
anterior que estad presente en general en las preparaciones enzimadticas de trioquinasa [99],
aunque no es exclusiva de esta enzima, pues la presentan también las denominaciones
enzimaticas glicerona quinasa (EC 2.7.1.29 [100]) y glicerol quinasa (EC 2.7.1.30 [101]). Un
posible papel de la trioquinasa en el metabolismo humano de DHA debe analizarse teniendo
en cuenta que la cetotriosa no se forma de manera enddgena en el organismo animal o
humano. Teéricamente podria formarse por oxidacion de glicerol catalizada por glicerol
deshidrogenasa, o por desfosforilacion de DHAP por una fosfomonoesterasa. En algunas
levaduras y bacterias, el glicerol puede ser convertido a DHA por glicerol deshidrogenasa
[102,103,104,105], pero no se conoce que esta conversion tenga lugar en organismos
animales [106,107]. Tampoco hay constancia de ninguna enzima capaz de desfosforilar
DHAP con alguna restriccion favorable de especificidad, aunque esta reaccion podria ocurrir
mediante alguna fosfomonoesterasa de amplia especificidad. En todo caso, frente a la falta
aparente de una fuente endogena de DHA, esta claro que la DHA exdgena administrada como
suplemento nutritivo en dietas experimentales, como componente de cosméticos
autobronceadores, o como aditivo en medios de cultivo celulares, puede ser metabolizada por

> Los resultados de esta parte de la Tesis permanecen todavia inéditos, salvo por algunas comunicaciones a
Congresos [92,93,94]. Al terminar la redaccion de esta memoria, estd en preparacion un articulo para someter a
publicacion, en el que se incluyen resultados de esta parte de la Tesis y de la Tesis de Ana Couto [2].
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Figura 28: Via de Hers para el metabolismo de la fructosa. La via propuesta por Hers y Kusaka [95] esta
compuesta por las 3 reacciones destacadas por flechas gruesas, sobre las que se identifican los nombres de las
enzimas que las catalizan. En la figura, la via se presenta en relacion con otros procesos metabolicos
importantes. Esquema adaptado de Mayes [108] y tomado de la Tesis Doctoral de Ana Couto [2].
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el organismo animal o humano mediante enzimas con actividlad DHA quinasa
[109,110,111,112,113,114,115]. (c) La actividad glicolaldehido quinasa ha sido observada
solamente con la trioquinasa purificada de rifién porcino y presenta una eficacia catalitica baja
[116]. En el caso de la trioquinasa humana, estudiada en este trabajo, la actividad
glicoladehido quinasa no se ha detectado [2].

A pesar de la relevancia que tiene la via de Hers en higado [95,96,108,117,118] y de
las serias preocupaciones que despierta el consumo humano excesivo de fructosa
[118,119,120,121,122,123,124,125], la identidad molecular de la trioquinasa de mamiferos en
general, y de la trioquinasa humana en particular, como un producto del gen DAK que tiene
también actividad FMN ciclasa, s6lo se ha establecido recientemente, gracias a estudios de
nuestro laboratorio [1,2,126] que tienen su continuacion en esta parte de la Tesis Doctoral.

La actividad enzimatica de FAD-AMP liasa (formadora de FMN ciclico) o FMN
ciclasa (EC 4.6.1.15) fue descubierta en nuestro laboratorio en higado de rata [127]. Se trata
de una liasa de foésforo-oxigeno que cataliza reacciones intramoleculares de algunos
compuestos de tipo ribonucledsido-difosfato-X (NDP-X), dando como productos un
ribonucledsido-monofosfato (NMP) y un fosfodiéster ciclico de X con un anillo de 5 atomos.
Al considerar las actividades sobre 11 sustratos diferentes, encontrados entre un total de 39
posibles sustratos analizados, FAD y ADP-glucosa son los que registran las eficacias
cataliticas (k../Km) mas elevadas con una gran diferencia respecto a los demas [128]. Puesto
que la ADP-glucosa no es conocida como un compuesto natural en mamiferos, la enzima
recibidé su nombre por su actividad sobre FAD, que forma AMP y el fosfodiéster ciclico
riboflavina-4’,5"-fosfato (FMN ciclico o cFMN) (Figura 30). El papel biologico de este
compuesto poco usual es desconocido, pero estd presente en diversos materiales bioldgicos,
incluyendo higado de rata [129]. La huella de masas peptidicas de la FMN ciclasa purificada
de higado de rata coincidié con una proteina, entonces hipotética, codificada por el gen
humano DAK. Dicha proteina, después de su clonaciéon molecular y expresion heteréloga en
E. coli, es dualmente activa como DHA quinasa y como FMN ciclasa. Ademés la FMN
ciclasa purificada de higado de rata también es activa como DHA quinasa [1]. Esta dualidad
puede ser un rasgo general de las DHA quinasas, pues se ha confirmado que las enzimas de
este tipo pertenecientes a Citrobacter freundii actian también como FMN ciclasas, si bien con
menor eficacia que las enzimas de mamifero [130].

A partir de la clonacion molecular de la DHA quinasa/FMN ciclasa humana [1], en
nuestro laboratorio se ha desarrollado un estudio extenso de dicha enzima, que ha dado lugar
a una Tesis Doctoral ya defendida y al trabajo que se describe en este apartado 2 de la
presente. En la Tesis Doctoral de Ana Couto [2] se llevo a cabo un estudio detallado de la
especificidad de sustrato de las actividades quinasa y liasa ciclante de la enzima humana,
destacando la demostracion de que dicha proteina tiene actividad de trioquinasa pues fosforila
GA y DHA, pero no acttia sobre glicerol en grado detectable. Ademads, se pudo establecer una
relacion estructural directa entre esta proteina humana y la trioquinasa de rifion de cerdo
purificada a homogeneidad y caracterizada hace casi 20 afos. Los autores de aquel estudio
habian determinado la composicién en aminoacidos de dicha enzima y la secuencia de 3
fragmentos peptidicos obtenidos por tratamiento con lisil-endopeptidasa [116]. La cortedad de
las bases de datos protedmicas existentes por entonces no permitia utilizar esa informacion
para la identificacion molecular de la trioquinasa de cerdo. Sin embargo, gracias a las bases
de datos disponibles actualmente, se ha comprobado que los datos estructurales de la
trioquinasa porcina coinciden, con minimas diferencias, con una proteina hipotética de cerdo
que presenta un 92% de identidad respecto a la DHA quinasa/FMN ciclasa codificada
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Figura 29: Reacciones catalizadas por la trioquinasa. De arriba a abajo: reacciones correspondientes a las
actividades D-gliceraldehido quinasa (GA quinasa), dihidroxiacetona quinasa (DHA quinasa) y glicolaldehido
quinasa. La primera es la actividad caracteristica, tenida por fisiologica, de la trioquinasa. La segunda es una
actividad conocida de la trioquinasa presentada también por otras quinasas. La tercera ha sido descrita solamente
en una ocasion por Miwa ef al. [116]. La enzima humana estudiada en esta Tesis (trioquinasa/FMN ciclasa) tiene
las dos primeras actividades pero no tiene actividad sobre glicoladehido ni sobre glicerol, al menos en grado
detectable [2].
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Figura 30: Reaccién principal de la FMN ciclasa. En la parte superior se representa la estructura del FAD y el
ataque nucleofilico interno que el grupo 4-OH de la cadena de ribitilo realiza sobre el fosforo proximal. En la
parte inferior izquierda se representa el producto flavinico caracteristico de la FMN ciclasa, el cFMN o
riboflavina-4’,5"-fosfato ciclico. E1l AMP es el grupo saliente del ataque interno. Obsérvese que en esta reaccion
no interviene agua: la FMN ciclasa no es una hidrolasa, sino una liasa ciclante, que rompe un enlace P-O
mediante un ataque interno. Esquema tomado de la Tesis de Alicia Cabezas [131].
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por el gen humano DAK y, por consiguiente, debe ser su ortdlogo porcino [2]. A partir de
estos resultados, pasamos a denominar dicha proteina humana como trioquinasa/FMN ciclasa
(hTKFC), denominacién que se mantiene en uso en este trabajo.

Un aspecto que merece especial atencion entre los antecedentes de la proteina hTKFC
y del gen DAK, es la posibilidad de que ademas de su funcion metabolica en la via de Hers
para la asimilacion de fructosa, tengan alguna otra funcion bioldgica. Respecto a ello pueden
mencionarse varias circunstancias relevantes.

Una de ellas ha sido puesta de manifiesto en investigaciones experimentales y
bioinformaticas del perfil de expresion tisular del gen DAK humano llevadas a cabo en
nuestro laboratorio [2]. Si la funcion del gen DAK se relacionase sdlo con el metabolismo de
la fructosa, cabria esperar que su perfil de expresion fuese predominantemente hepatico. Sin
embargo, los datos obtenidos proporcionan un panorama mas complejo, pues el tipo de perfil
observado depende de la metodologia empleada para obtenerlo. (a) El perfil de expresion del
gen DAK en unos 80 tejidos humanos, obtenido mediante andlisis con micromatrices de
oligonucledtidos [132] (datos accesibles a través del portal BioGPS; Gene Atlas;
http://biogps.org/), asi como el obtenido por analisis de northern en un panel de 12 tejidos [2],
son fuertemente hepaticos, con niveles de expresion mucho maés altos en higado que en los
restantes tejidos, presentando niveles también destacados, aunque no tan altos, el intestino
delgado, el rifion y las glandulas suprarrenales. Es de destacar que, dentro de Gene Atlas, se
observa una excelente correlacion entre los perfiles de expresion de KHK, ALDOB y DAK, los
genes codificadores de las tres enzimas participantes en la via de Hers: fructoquinasa, aldolasa
B y trioquinasa. (b) El perfil de expresion del gen DAK en unos 45 tejidos humanos, obtenido
por recuento de ESTs en la base de datos UniGene [133], no tiene sin embargo caracter
hepatico, sino que se desvia mucho de dicha situacion, pues el higado es superado por otros 5
tejidos en nivel de expresion de DAK, y en otros 23 tejidos el nivel de expresion es similar o
ligeramente inferior al hepatico. Dentro de UniGene, los perfiles de expresion de KHK y
ALDOB son por el contrario claramente hepaticos y, en esta base de datos, no se
correlacionan bien con el perfil de DAK [2]. La discrepancia entre los perfiles de expresion de
DAK en Gene Atlas y en UniGene puede explicarse porque los datos recogidos en ambas
bases de datos corresponden a distintas regiones del gen. Los datos de Gene Atlas, asi como
los del analisis de northern mencionado mas arriba, fueron obtenidos empleando como sondas
oligonucledtidos que deben hibridar con regiones de los transcritos relativamente proximas al
extremo 3 de la secuencia codificadora de hTKFC (exones 13-18 y 17-18, respectivamente,
de un total de 18 exones). Por el contrario, los datos de UniGene representan
mayoritariamente ESTs de la region 5” de la secuencia codificadora. En conjunto, los perfiles
de expresion de DAK indican que los transcritos largos de dicho gen, como los que conducen
a la sintesis de la proteina hTKFC completa, pueden relacionarse con el metabolismo de
fructosa de manera predominante, pero transcritos mas cortos podrian relacionarse con otra
funcion biologica diferente.

En relacion con la posibilidad de que transcritos cortos de DAK puedan tener una
funcion bioldgica independiente de su actividad catalitica, debe mencionarse que el dominio
N-terminal de hTKFC interacciona con la RNA helicasa MDAS e impide la sefializacion
antivirica mediada por esta proteina para la activacién del promotor del interferon . La
proteina hTKFC completa presenta esta interaccion, pero el dominio C-terminal es
insuficiente para ello [134,135]. Asi pues, cabe pensar que la expresion de mRNAs cortos del
gen DAK sea responsable del perfil no hepatico observado en la base de datos UniGene y, por
otra parte, que dicho perfil se relacione con la regulacion de la sefalizacion antivirica
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mediada por interferébn. A este respecto, llama la atencién que la linfa sea la localizacion
tisular en la que la expresion del gen DAK humano es més intensa cuando se la estima por
recuento de ESTs en UniGene [2].

Ademas de su papel metabdlico en la asimilacion de fructosa, hTKFC también puede
ser un factor de desintoxicacion de compuestos que tienen una elevada capacidad de glicacion
no enzimatica, como son sus dos sustratos GA y DHA [136,137,138,139,140,141,142]. Al
respecto, es interesante constatar que la DHA es muy toxica para células de Saccharomyces
cerevisiae desprovistas de DHA quinasa por delecion génica [141,143], o para células de
Trypanosoma brucei naturalmente desprovistas de DHA quinasa [144,145].

La proteina hTKFC presenta alrededor de un 40% de identidad con la DHA quinasa de
C. braaki® (CbDK), cuya estructura tridimensional ya estd determinada por cristalografia de
rayos X, incluyendo la estructura de un complejo con DHA y el andlogo de ATP adenilil-
imidodifosfonato (AMPPNP) [146,147] (Figura 31). Esta DHA quinasa bacteriana es un
homodimero, cuyo monoémero tiene dos dominios, N-terminal o "K" y C-terminal o "L",
unidos entre si por un largo puente peptidico. El dominio K estd constituido por dos
plegamientos o subdominios alfa/beta, mientras que el dominio L es un barril de 8 hélices alfa
que contiene en su interior un fosfolipido, que puede eliminarse con escaso efecto sobre la
actividad catalitica. En el dimero, los dos mondémeros se entrecruzan en orientaciones
invertidas formando un encadenamiento de dominios L1-K2-K1-L2 que tiene una forma
alargada. En la estructura del complejo con los sustratos de la actividad quinasa, la DHA
aparece unida covalentemente en forma de hemiaminal al residuo His**’, que es parte del
dominio K. La unién se establece entre el C carbonilico de DHA y un N imidazolico de
His**’. El GA puede formar también un hemiaminal, pero no el glicerol, por ejemplo. Por otra
parte, el AMPPNP aparece unido al dominio L, encima del barril, ocupando la boca de acceso
al bolsillo de union del fosfolipido, y con la base adenina empaquetada entre Leu*””, Thr*’® y
Met*"’, ademas de establecer posibles contactos con otros aminoacidos [146]. En esta
estructura se constata la existencia de dos centros activos que exigen la forma dimérica de la
proteina pues se forman en la cavidad constituida entre el dominio K de una subunidad y el
dominio L de la otra, es decir L1K2 y KI1L2. No obstante, en cada uno de estos centros
activos, la distancia desde el fosfato y del donador hasta el OH aceptor es demasiado grande y
no es compatible con una transferencia directa del fosfato (Figura 31). A este respecto, como
no hay evidencia de una transferencia mediada por algiin residuo intermedio, se ha invocado
la posible flexibilidad de la estructura como una posible explicaciéon de la reaccion de
transferencia de fosfato [148].

La proteina hTKFC tiene conservados, respecto a la DHA quinasa de C. braaki,
muchos aminoacidos importantes (Figura 32). Entre ellos el residuo de histidina al que se une
DHA en la enzima bacteriana: en hTKFC este residuo es His**'. En nuestro laboratorio se ha
preparado el mutante H221A-hTKFC que, de acuerdo con su papel en la uniéon de DHA (y
posiblemente GA), es practicamente inactivo como trioquinasa, pero mantiene la mayor parte
de la actividad FMN ciclasa [2]. Este resultado estd de acuerdo con la observacion de que
ATP y FAD son inhibidores completos de la actividad FMN ciclasa y DHA quinasa,

% La DHA quinasa estudiada es propia de la cepa DSM No. 30040, antes clasificada en la coleccién del DSMZ
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) como C. freundii. Sin embargo, ahora se ha re-
clasificado como C. braaki (http://www.dsmz.de/catalogues/details/culture/DSM-30040.html).
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Figura 31: Estructura de la DHA quinasa de
Citrobacter braaki por difraccion de rayos X. Esta
estructura (PDB, cb6digo de acceso 1UN9),
determinada por otros autores [146], es el molde
empleado para derivar el modelo de hTKFC por
homologia. A: Subunidad 1. B: Subunidad 2. C:
Dimero. La ampliacion de la izquierda muestra el
centro activo de la enzima con (izquierda) una
molécula del anadlogo de ATP AMPPNP unido a dos
jones metalicos, Me-1 y Me-2, en este caso de Mg”’, y
(derecha) una molécula de DHA  unida
covalentemente al residuo His*>.
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respectivamente, mientras que el DHA so6lo inhibe parcialmente a la actividad FMN ciclasa
[1]. Es probable que el FAD se una al sitio de unién de ATP en el dominio L, de manera que
la unién de DHA unido al residuo His**' en el dominio K no impide la unién de FAD y afecta
solo ligeramente a la actividad FMN ciclasa.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, nos propusimos (a) construir un modelo
estructural de la hTKFC dimérica, investigar la forma de uniéon de FAD por simulacion de
docking y la posible flexibilidad de la proteina por métodos de simulaciéon de dindmica
molecular; asi como (b) investigar el funcionamiento del centro activo por mutagénesis
dirigida.
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2.2 Resultados y discusion: estudios de modelado molecular

2.2.1 Construccion de un modelo molecular de la trioquinasa/FMN ciclasa dimérica
formando complejo con dihidroxiacetona, ATP y dos iones de Mg>*

El 40% de identidad de hTKFC con CbDK (Figura 32), cuya estructura tridimensional
es conocida [146] (Figura 31), era suficiente para intentar construir un modelo de la enzima
humana por homologia [149]. De hecho, en la base de datos ModBase [150] esta disponible
un modelo del monoémero de hTKFC obtenido por modelado sobre la estructura de la forma
apo de CbDK (codigo PDB: 1UNS). Sin embargo, para este trabajo, nos propusimos obtener
un modelo del dimero de hTKFC, que es la unidad biolégica funcional, tanto de CbDK [146]
como de hTKFC [2]. Para ello decidimos utilizar como moldes las dos estructuras diméricas
experimentales disponibles para CbDK, obtenidas una en ausencia y otra en presencia de los
sustratos (codigos PDB: 1UNS y 1UNO, respectivamente). Las dos estructuras son muy
semejantes, salvo porque el fichero de la estructura 1UNS, ademas de la proteina, contiene
moléculas de agua de cristalizacion y dos moléculas de &cido 2-miristoil-3-palmitoil-
fosfatidico, cada una de ellas insertada en el barril de hélices a de uno de los dominios L,
mientras que en el fichero de la estructura 1UN9 faltan las aguas de cristalizacion y los
lipidos, pero las dos His** en los dominios K tienen ligado covalentemente DHA (en
realidad, un radical trihidroxiprop-2-ilo), y en cada uno de los dominios L, se une una
molécula de AMPPNP que forma un complejo con dos iones Mg, también coordinados con
los grupos carboxilo de Asp>®” (Mg-1), Asp™® y Asp™ (Mg-1 y Mg-2) en el dominio L [146].

Como las estructuras de los ficheros IUNS y 1UN9 presentaban algunos problemas
debidos a la pobre definicion de algunos segmentos peptidicos y aminoacidos individuales, en
lugar de emplearlos directamente como moldes para modelar hTKFC, se decidid resolver
antes tales problemas de manera teérica. En el Suplemento CD-ROM se incluyen los ficheros
1UNS8-c y 1UNO9-c, que corresponden a las estructuras 1TUN8 y 1UN9 completadas como se
describe en la seccion 3.8.3, sustituyendo ademas AMPPNP por ATP. Las estructuras de los
ficheros 1UNS8-c y 1UNO9-c¢ siguen siendo muy parecidas entre si, diferenciandose en que
1UN9-c carece de fosfolipidos y contiene Mg”", ATP y DHA en el centro activo, mientras
que 1UNS-c contiene fosfolipidos pero no los ligandos del centro activo.

Para construir el modelo teérico de hTKFC, se empled el programa Modeller
partiendo del alineamiento de la Figura 32, preparado con el mismo programa, y de las
estructuras de los ficheros 1UN8-c y 1UN9-c (Suplemento CD-ROM vy Figura 33). Se
probaron varias alternativas. Al valorar la calidad de las estructuras originales con programas
informaticos tales como PROCHECK [151] o WHAT CHECK [152], se habia observado que
la estructura de 1UN9 era de peor calidad que la de 1TUNS (Tabla 2). Puesto que se deseaba
modelar hTKFC con los sustratos unidos, era necesario emplear como molde la estructura
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Figura 32: Alineamiento entre la DHA quinasa de C. braaki (CbDK) y la hTKFC. El alineamiento fue
obtenido con el programa Modeller. Los aminoacidos idénticos en ambas secuencias se destacan sobre fondo
negro, y los similares sobre fondo gris. Las puntas de flecha sefialan los 7 aminoacidos de hTKFC que han sido
mutados puntualmente (ver la Figura 54 y las secciones 2.3.2 y 2.3.3). CbDK es la DHA quinasa de C. braaki.
Esta ultima proteina es propia de la cepa DSM No. 30040, antes clasificada en la coleccion del DSMZ (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) como C. freundii, sin embargo, ahora se encuentra re-
clasificada como C. braaki (http://www.dsmz.de/catalogues/details/culture/DSM-30040.html).
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Figura 33: Modelado comparativo de hTKFC. El modelo se prepard con Modeller como se explica en las
secciones 2.2.1 y 3.8.4. A: Familia de 200 modelos de hTKFC creados por Modeller. Los modelos se
construyeron empleando 1UN8-c y 1UN9-c como moldes, con imposiciéon de simetria en los Ca y Cp en las
subunidades resultantes, e ignorando los fosfolipidos de 1UN8-c, pero manteniendo los ligandos ATP, DHA y
Mg® de 1UN9-c. Los esqueletos de las dos cadenas del dimero estan representados en azul y rojo, ATP, DHA y
Mg®" estan representados en verde, negro y naranja. B: Modelo de hTKFC. Se presenta el mejor modelo
obtenido, segun los criterios de evaluacion de Modeller, entre los 200 presentados en A; ATP, DHA y Mg*
estan representados mediante esferas coloreados por elemento: C, azul claro; N, azul oscuro; O, rojo; P, marrén
y Mg, naranja. C: Alineamiento estructural del modelo de hTKFC con el modelo 1UN9-c de CbDK (en gris).
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1UN9-c, de peor calidad, pero la tnica que contiene los ligandos ATP, Mg>" y DHA. Para ver
si se podia mejorar la calidad del modelo de hTKFC resultante, se decidi6 comparar
inicialmente los modelos obtenidos al emplear como molde s6lo 1UN9-c, o al acompaiiarlo de
1UN8-c. En ambos casos se impuso como condicidon que durante el modelado se mantuviera
la simetria entre los carbonos o de las dos cadenas del dimero de hTKFC. Ademas, entre las
dos opciones de considerar a los ligandos como cuerpos rigidos, o de permitir cierta
flexibilidad en su modelado, se optd por esta ultima. Por lo tanto, era necesario emplear
descripciones de los ligandos en términos topologicos acompafiados de pardmetros
especificos relativos al tipo de atomo y a las longitudes de enlaces y angulos. En el caso de
DHA (radical trihidroxiprop-2-ilo), esta descripcidon tuvo que ser preparada (seccion 3.14.1)
porque no estaba incluida en la base de datos estdndar de Modeller. Por otra parte, al construir
estos modelos iniciales de hTKFC se omitid la inclusion del fosfolipido en los dominios L.
Con cada conjunto de condiciones, se pidi6 a Modeller que construyese 200 modelos de
hTKFC. Los resultados indicaron que, con el uso del doble molde (1UN8-c y 1UN9-c), se
conseguia una mejoria generalizada en el promedio de calidad de los modelos de hTKFC
obtenidos, segin la valoracion de diversos parametros calculados por los programas
PROCHECK y WHAT CHECK, especialmente en lo que se refiere al buen ajuste de los
angulos diedros ¢ y ¢ a las zonas favorables de la grafica de Ramachandran (Tabla 2).
Después de la construccion de estos modelos iniciales se decidi6 comprobar qué efecto
tendria la imposicién de simetria en los carbonos o y P, asi como la inclusiéon de los
fosfolipidos como moléculas rigidas dentro de los dominios L. Los promedios de calidad de
los 200 modelos resultantes en cada caso, construidos siempre a partir del doble molde 1UNS-
c y 1UNO-c, se indican en la Tabla 2. Respecto al modelo inicial de hTKFC, la calidad no se
vio apenas afectada por la imposicion de simetria en los carbonos o y {3, mientras que la
inclusion de los fosfolipidos dio lugar a pérdidas de calidad en todos los pardmetros
analizados. En la Tabla 2 se resumen los datos de los mejores modelos individuales de cada
tipo, elegidos segin su valoracion por el programa Modeller. Teniendo en cuenta estos
resultados, la falta de evidencias a favor o en contra de la presencia o ausencia de estos
fosfolipidos en la proteina humana, y el hecho de que su eliminacion en la proteina CbDK
modifica escasamente a la actividad catalitica [146], se optd por usar en los estudios
posteriores el mejor modelo individual obtenido sin lipidos, incluyendo la doble imposicion
de simetria en los carbonos a y §§ (Tabla 2 y Figura 33.B).

El modelo dimérico tedrico de hTKFC es muy similar a CbDK (Figura 33): cada
subunidad presenta dos dominios unidos por un enlazador, analogos a los dominios K y L de
CbDK, con la disposicion L1-K2-K1-L2. Esto da lugar asimismo a dos posibles sitios activos:
KI1L2 y K2L1, con sitios de uniéon de DHA en K1 y K2, y de ATP en L1 y L2. Al igual que
CbDK, los dominios K (N-terminales) de hTKFC consisten en dos plegamientos o/f} y los
dominios L (C-terminales) en barriles o de ocho hélices. Los dos sitios de unién de DHA a
hTKFC son similares entre si (Figura 34.B) y muy parecidos a los de CbDK (Figura 34.A). La
DHA enlazada a His**' (en forma de radical trihidroxiprop-2-ilo) interacciona mediante
puentes de hidrégeno con el Asp''*, Gly*® y His*® de la hTKFC (Figura 34.B). Respecto a los
dos sitios de union del nucleotido, tanto en CbDK (estructura 1UN9) como en el modelo de
hTKFC, la adenina se une de manera diferente en L1 y L2 (Figura 35.AB). La diferencia
reside en el angulo de torsion del enlace glicosidico entre los anillos de ribosa y adenina del
ligando, de tal manera que el nucleotido aparece en un sitio (L1) con la conformacién syn y en
el otro (L2) con la conformacion anti. En adelante, cuando convenga distinguir los dos sitios
de unioén de nucleodtido por la distinta conformaciéon de la adenina, nos referiremos a ellos
como L1-syny L2-anti.
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Tabla 2: Evaluacion de los modelos de hTKFC obtenidos por homologia. Los modelos obtenidos en distintas
condiciones se analizaron con el programa WHAT CHECK que compara parametros estructurales de los
modelos con su distribucion en una poblacion de estructuras cristalograficas proteicas consideradas de excelente
calidad [152]. Se resumen los valores de Z-score proporcionados por WHAT CHECK, que miden la desviacion
del modelo respecto a lo esperado en la poblacion de referencia. En la parte inferior se presentan las
evaluaciones de los mejores modelos individuales de cada tipo, elegidos segun su valoracién por el programa
Modeller. Se consideran “pobres” los Z-scores inferiores a -3 6 superiores a +3, y “malos” los inferiores a -4 6
superiores a +4. Con fines comparativos, se incluyen también los resultados de evaluar las estructuras
cristalograficas de CbDK. En negrita se destacan los parametros del modelo de hTKFC elegido para estudios
posteriores (Figura 33.B). Con el programa PROCHECK se obtuvieron resultados equivalentes a estos.

Modelos de hTKFC por homologia con: . Estruc'turas
cristalograficas de
Condiciones de modelado: 1UN9-¢c 1UN9-c y ITUNS8-c CbDK:
Simetria carbonos a si si si si
Simetria carbonos 3 no no si si
Presencia de fosfolipidos no no no si
Parametros evaluados: Z-score (promedios de 200 modelos)
1st generation packing quality -1,320 -1,072 -1,063 -1,042
2nd generation packing quality -2,535 -2,297 -2,298 -2,634
Ramachandran plot appearance -1,105 -0,203 -0,203 -0,397
x1/x2 rotamer normality -2,435 -2,100 -2,342 -3,197
Backbone conformation -3,366 -3,312 -3,255 -3,540 1UNS 1UN9
Z-score (valores de los mejores modelos individuales de cada clase
segun Modeller)
1st generation packing quality -1,352 -1,122 -1,116 -1,202 -0,241 -0,867
2nd generation packing quality -2,459 -2,270 -2,182 -2,622 -1,006 -1,275
Ramachandran plot appearance -1,202 -0,344 -0,278 -0,451 -2,060 -5,013
x1/x2 rotamer normality -2,665 -1,784 -1,985 -3,249 -1,697  -3,649
Backbone conformation -3,241 -3,263 -2,993 -3,034 -0,301 -0,558

Figura 34: Sitios de unién de DHA a CbDK y hTKFC.A, B:Uni6n covalente de DHA a (A) la His™’ de
CbDK y a (B) la His*' de hTKFC; en ambos casos se presentan solapados los sitios de unién de las dos
subunidades del dimero. El radical trihidroxiprop-2-ilo, que resulta de la unioén covalente de DHA a la cadena
lateral de histidina, se representa en forma de modelo de pequeiias esferas. Se indican algunos aminoacidos que
interaccionan con el radical y, en B, algunos puentes de hidrogeno.
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L1-syn L2-anti

CbDK

hTKFC

hTKFC

Figura 35: Sitios de union de ATP a CbDK y hTKFC. Se presentan separados los dos sitios de unién L1-syn 'y
L2-anti que contienen la mitad adenosina del ligando en diferentes conformaciones. A: Union del analogo de
ATP, AMPPNP, a CbDK [146,147]. B y C: Union de ATP a la estructura de hTKFC obtenida con Modeller
(Figura 33.B). Los paneles A y B muestran las dos subunidades del dimero en distinto color: K1L1, azul; K212,
rosa. Los paneles B y C muestran vistas diferentes de las mismas poses. AMPPNP y ATP estan coloreados por
elemento: C, azul claro; N, azul oscuro; O, rojo; P, marrén. Los iones Mg” estan representados como esferas
anaranjadas. Los atomos de hidrogeno estan omitidos.
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En la Figura 35.C se presentan las principales interacciones del ATP con aminoacidos
de hTKFC. El grupo adenina de ATP se dispone de manera similar al AMPPNP en los sitios
de union de CbDK, estableciendo contactos con los residuos Leu®’, Met*®, Gly486, Ala*®,
Thr***, Met*” y Leu® de la proteina hTKFC. Sin embargo debido a la distinta conformacién
(syn o anti) de la base en los dos sitios de unidn, las interacciones son distintas. Asi, mientras
que en el sitio L2-anti las interacciones observadas son todas de van der Waals, en el sitio L1-
syn se puede observar un puente de hidrogeno entre el O carbonilico de la Gly**® y el N°H, de
la adenina. Esto coincide parcialmente con los sitios estandar de reconocimiento de adenina
[153]. La ribosa esta cerca de los residuos Thr***, Met*”, Pro™’ y Gly™®. Ademas, el grupo
2"-OH de la ribosa puede formar un puente de hidrogeno con la cadena lateral de Asp>°. El
grupo trifosfato de ATP forma un complejo con dos iones Mg y estd proximo a los residuos
Asp®™®, Asp™, Asp™”, Cys*™™, Thr*”", Gly*™”, Ser**® y Ser*"’. Los tres primeros se unen a los
iones Mg*". En el sitio L2-anti el N amida de la cadena principal de la Ser**® forma un puente
de hidrégeno con el fosfato y del ATP. En el sitio L1-syn dicho puente no se observa, pero si
existe un puente entre la cadena lateral de Thr*” y el fosfato p. En ambos sitios L, con
minusculos cambios de conformacion, la Cys*** podria formar un puente de hidrogeno con el

fosfato o.

2.2.2 Unidn de FAD al centro activo de la trioquinasa/FMN ciclasa

La forma de unidon de FAD al centro activo se investigd mediante calculos de docking
de este sustrato al modelo dimérico de hTKFC (Figura 33) después de eliminar de dicho
modelo los ligandos DHA y ATP, pero conservando los dos iones de Mg®". Los calculos de
docking se hicieron con el programa AutoDock, (seccion 3.9.2) y se obtuvieron 600 poses de
FAD en cada uno de los centros de union de ATP, L1-syn y L2-anti. E1 FAD es una molécula
compleja, que fue modelada con 18 torsiones, por lo que la busqueda conformacional de la
forma de unién a la proteina es una tarea formidable, y las poses encontradas fueron muy
diversas. Para analizarlas, ademds del factor energético evaluado por AutoDock, tuvimos en
cuenta especialmente otros dos aspectos: (a) el posicionamiento de la mitad adenilica (ADP-)
de forma similar a como se posiciona el ATP en la estructura moldeada a partir de CbDK, con
la base adenina introducida en un bolsillo en el que establece contactos con aminoacidos
hidrofobicos, la ribosa unida por un puente de hidrogeno a Asp>° y los fosfatos
interaccionando con los dos iones metdlicos (Figura 35); (b) la orientacion adecuada del
grupo 4’-OH de la cadena de ribitilo para llevar a cabo el ataque nucleofilico sobre el P
proximal que da lugar a la ciclacion caracteristica del producto FMN ciclico y a la salida de
AMP. La conformacion Optima para este ataque tendria el 4'-O del ribitilo proximo al P
proximal, orientado en linea respecto al enlace P-O de la unién fosfoanhidrido vy,
posiblemente, proximo a uno de los iones metalicos del centro activo lo que facilitaria la
pérdida del proton unido al 4’-O. Teniendo en cuenta estos criterios, se obtuvieron resultados
satisfactorios en el sitio L1-syn, pero no en el sitio L2-anti. En este ultimo no se consiguieron
resultados que cumplieran los requisitos de unién de la base adenina a su correspondiente
bolsillo y de establecimiento de un puente de hidrogeno de la ribosa con el Asp™°.
Comparando los dos sitios, L1-syn y L2-anti, con ATP ligado (Figura 35C), la diferencia més
significativa parece estar en la cadena lateral de la Thr***: en L2-anti, el metilo y de este
aminoacido esta orientado hacia la adenina, ocupando parte del hueco, mientras que en
L1-syn, el grupo metilo y se orienta paralelamente a la adenina, dejando un espacio mayor.

76



Trioquinasa/FMN ciclasa humana: modelado molecular

Tal vez esta diferencia en la posicién de la Thr***, aunque no impide la unién de ATP en

L2-anti, pueda explicar la dificultad de acomodar una molécula de FAD en dicho sitio por el
procedimiento de docking.

Como ya se ha dicho, los resultados que se obtuvieron haciendo docking al sitio
L1-syn fueron satisfactorios. Las seis mejores poses, segin la evaluaciéon hecha por el
programa AutoDock, tenian niveles energéticos similares (Figura 36), pero al considerar los
criterios a y b, arriba explicados, como requisitos, ninguna de las 4 poses de FAD
energéticamente mdas favorables (Figura 36.A-D) parecian corresponder a un complejo
enzima-sustrato productivo. Sin embargo, las poses quinta y sexta resultantes de la evaluacion
por AutoDock (Figura 36.EG y 36.FH) si podrian ser buenas aproximaciones a un complejo
productivo 6ptimo.

En estas dos poses (Figura 36.EG y 36.FH) la mitad ADP del FAD se posiciona como
el ATP, incluyendo diversos aspectos. (a) La adenina penetra en el bolsillo arriba
mencionado, donde queda rodeada por un conjunto de residuos mayoritariamente
hidrofobicos. No obstante, la adenina se posiciona en este bolsillo en conformacion anti,
distinta del ATP. Probablemente por ello, la Gly*®, ubicada en el fondo de dicho bolsillo, no
estd a distancia de formar un puente de hidrégeno con la adenina de FAD, al contrario de lo
que sucede con el ATP. (b) Se forma un puente de hidrogeno entre un OH de la ribosa (bien el
3" 0, con pequefios cambios de conformacion, el 2°) y la cadena lateral de Asp™°. (c) Los
fosfatos interaccionan con los metales. En las dos posturas, el grupo fosfato a se une al metal
Me-2 de forma bidentada (dos O del fosfato unidos al metal). En la postura de la Figura
36.EG, el fosfato B se une al otro metal Me-1 de forma monodentada, mientras que en la
postura de la Figura 36.FH, el fosfato  se une de forma bidentada. La pose representada en la
Figura 36.EG presenta una orientacion del 4'-O del ribitilo favorable al ataque nucleofilico
interno (distancia al P de 3,28 A y angulo de ataque 164°), aunque la distancia del 4"-O al
metal mds proximo es tal vez un poco grande (4,16 A). La pose de la Figura 36.FH presenta
caracteristicas similares, aunque el angulo de ataque del 4’-O es menos favorable (150°), pero
la distancia al metal es mas adecuada (3,50 A). Finalmente, las mayores diferencias entre las
dos poses de las Figuras 36.EG y 36.FH se encontraron en las regiones ribitol e isoaloxazina.

En la Figura 36.EG, en la mitad ribitol, el grupo 4’ -OH es donador en un puente de
hidrégeno intramolecular con el fosfato B y es aceptor en un puente de hidrégeno con el NH
peptidico de la Ser**® (aminoacido que interacciona también con el fosfato y del ATP). Esta
situacion del grupo 4’-OH es potencialmente favorable para la realizacion del ataque
nucleofilico que debe tener lugar sobre el fosforo B del FAD para dar lugar a FMN ciclico.
Respecto al grupo isoaloxazina, a pesar de su gran tamafio, se observaron relativamente pocas
interacciones: la Asn''” (en el dominio K2) forma un puente de hidrogeno con el CO-4; la
Gly*™ (en el dominio L1) esta muy cerca del CO-2, aunque el dngulo N-H::O no permita la
formacion de puente de hidrogeno; en el otro extremo, tres residuos del dominio K2 (Thr*,

Ser® y Gly'"?) estan en las cercanias del anillo hidrofobico de isoaloxazina.

En la Figura 36.FH, el puente de hidrogeno intramolecular entre el grupo hidroxilo
04’ del ribitol y el fosfato B también se observa. Aunque la mitad ribitol esté en contacto con
la Ser*®, no se observa ningin puente de hidrégeno con este residuo. La region polar del
grupo isoaloxazina se encuentra muy cerca del grupo adenina y de residuos de proteina,
parcialmente emparedada entre las cadenas laterales de Thr''? y Ser**®, formando un puente
de hidrogeno con esta tltima. La region apolar del grupo isoaloxazina no interacciona con

residuos de la proteina, estando orientada hacia el solvente.
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Figura 36: Modelos tedricos del complejo hTKFC:FAD, con FAD unido al sitio K2LL1 de hTKFC. Los
modelos se obtuvieron por calculos de docking empleando el programa AutoDock. A-F: Las seis mejores
posturas usando la puntuacion de AutoDock. La superficie de la enzima se muestra con las dos subunidades del
dimero en distintos colores (K1L1, azul; K2L2, rosa). Los dos iones del centro dimetalico se muestran como
esferas naranjas, el FAD se muestra en varillas gruesas coloreadas seglin el elemento quimico y la conformacion
del ATP de la Figura 35.C (panel izquierdo) se muestra en varillas finas verdes para comparacion con la postura
de FAD. Para cada postura se indica la energia libre de union estimada por AutoDock. G-H: Las posturas de
FAD mostradas en E y F, respectivamente, en otra vista, mostrando los residuos vecinos que tienen al menos un
atomo a menos de 4,1 A de un atomo de FAD, excluyendo dtomos de hidrégeno. La mayor parte de los residuos
pertenece a la cadena K1L1, excepto los residuos Thr*?, Ser®’, Thr''?, Gly'" y Asn''” que pertenecen a la cadena
K2L2. En linea discontinua se muestran los puentes de hidrégeno en que interviene FAD. Las flechas negras
indican la posibilidad de un ataque interno del 4'-OH sobre el fosforo proximal. Por las razones explicadas en el
texto de la seccion 2.2.2, el modelo EG fue el tomado como referencia en el resto del trabajo.
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Ademas del anélisis de las poses siguiendo los criterios de AutoDock, se realizaron
también evaluaciones utilizando dos funciones alternativas: X-Score [154] y DrugScore”™®
[155]. En estas evaluaciones, la pose 5 de AutoDock (Figura 36.EG) ocup6 posiciones muy
favorables y, al considerarlas todas ellas en conjunto, mediante una puntuacién de consenso
[156,157] basada en las tres funciones de puntuacion (dutoDock, X-Score y DrugScore™™?)’
resultd ser la mejor evaluada de entre las 600 obtenidas. Por ello, y por lo arriba comentado
sobre la disposicion favorable del FAD para la reaccion de tipo liasa ciclante, esta pose es la
que se tomo como punto de partida para los estudios de dindmica molecular del complejo

hTKFC-FAD y como referencia para los estudios de mutagénesis puntual.

b

2.2.3 Dinamica molecular de la trioquinasa/FMN ciclasa y sus complejos con
sustratos de las actividades quinasa y liasa ciclante

Sistemas estudiados

Se hicieron simulaciones de dindmica molecular de la hTKFC en presencia y ausencia
de sus sustratos, con las finalidades de estudiar la estabilidad del modelo de la proteina
obtenido por homologia, de entender mejor el modo de union de los sustratos a la enzima y de
identificar posibles efectos de la union de los distintos sustratos sobre la dindmica de la
proteina.

Como puntos de partida para las simulaciones se emplearon tres sistemas, cuya
composicion se resume en la Tabla 3: hTKFC, hTKFC:2DHA:2ATP y hTKFC:FAD. El
sistema hTKFC corresponde a la proteina dimérica sin sustratos unidos y se obtuvo a partir de
la estructura proteica preparada con Modeller (Figura 33.B), eliminando las moléculas de
DHA y ATP, y manteniendo los cuatro iones Mg”". El sistema hTKFC:2DHA:2ATP
corresponde a la proteina con los sustratos de la actividad DHA quinasa unidos y se obtuvo
empleando integra la estructura preparada con Modeller (Figura 33.B), conservando los
sustratos y los iones Mg”" que dicha estructura contiene. El sistema hTKFC:FAD corresponde
también a la proteina dimérica con FAD unido en el sitio L1-syn, con el sitio L2-anti sin
ligando y con dos iones Mg*" en cada sitio. Este sistema se obtuvo a partir del complejo
obtenido por docking (Figura 36.EG). Los tres sistemas se sometieron a simulacion dindmica
con el campo de fuerzas AMBERO3 [158] en cuya biblioteca de residuos definidos no habia
descripciones de los ligandos FAD, ATP y DHA. Los modelos de los dos primeros (seccion
3.13) fueron proporcionados por F. Y. Dupradeau (Université de Picardie-Jules Verne,
Amiens, France). El modelo de DHA covalentemente unido a la His**' de hTKFC, es decir
N'-(1,2,3-trihidroxiprop-2-il)-L-histidina, fue parametrizado por nosotros (seccién 3.14.2).

7 Las conformaciones se ordenaron segun cada una de las tres funciones, en orden de puntuacion de mas a
menos favorable. A cada conformacion se le asigndé un niimero entero creciente (ranking) en cada clasificacion.
La puntuacion "consenso" de cada conformacion (rank-sum) fue la suma de sus tres valores de ranking. Por
ejemplo, a una conformacion clasificada en 2°, 12° y 4° puestos en las tres funciones, se le dio un valor rank-sum
igual a 2+12+4 = 18. En la clasificacion de "consenso", la conformacién mas favorable es la que presenta un
rank-sum mas bajo.
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Tabla 3: Composicién de los sistemas empleados para las simulaciones de dinAmica molecular y para el
analisis de modos normales

Sistemas: hTKFC hTKFC:2DHA:2ATP hTKFC:FAD hTKFC:2FAD

Comun para dinamica molecular y andlisis de modos normales:

Cadenas hTKFC 2 2 2 2
Mg** 4 4 4 4
DHA 0 2 0 0
ATP 0 2 0 0
FAD 0 0 1 2
Atomos 16 814 16 924 16 898 16 982

Solo para dinamica molecular:

Na' 84 84 84 —
Cr 94 86 92 —
H,0 87 364 87 570 87 333 —
Atomos (totales) 279 084 279 804 279 073 —
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Dindamica de las cadenas peptidicas

Las simulaciones se hicieron como se describe en la seccion 3.10.2, recogiéndose
trayectorias de 42 ns. Los resultados se presentan de forma animada en los Videos 4, 5y 8
(suplemento CD-ROM). Los videos 6 y 7 contienen una seleccion de aspectos importantes del
video 5. En la Figura 37.A se presentan resimenes estaticos obtenidos por superposicion de
imagenes a intervalos de 1 ns. La estructura dimérica de la proteina, la organizacion de cada
subunidad en sus dominios K y L, y la disposicion alargada del conjunto de los cuatro
dominios L1-K2-K1-L2, se mantuvieron constantes, aunque con fluctuaciones significativas.
La parte central de la proteina, formada por los dominios K1 y K2, mantuvo en general una
conformacidon mas estable, con menos fluctuaciones que los dominios L1 y L2, en los que
ademads se observd mayor movilidad en las regiones con menor estructura secundaria (Figura
37.A). Por otra parte, en general, los elementos de estructura secundaria se mantuvieron casi
constantes en los tres sistemas a lo largo del tiempo simulado.

Para medir la divergencia de cada sistema respecto a la estructura inicial, se calcularon
los valores de RMSD® a lo largo del tiempo (Figura 37.B). En los tres sistemas, la divergencia
global convergio hacia una meseta, alcanzando promedios de RMSD muy similares, 5,0 A,
5,2 Ay 50 A en los ultimos 5 ns de las simulaciones con hTKFC, hTKFC:2DHA:2ATP y
hTKFC:FAD, respectivamente. Al calcular los valores de RMSD por separado para cada
dominio, K1, K2, L1 y L2 (Figura 37.C), se encontrd que sus divergencias internas respecto al
estado inicial eran menores que la divergencia global de la proteina. Esto indica la existencia
de movimientos de unos dominios respecto a otros, lo que produciria divergencia global de la
proteina sin afectar a la divergencia interna de los dominios. Los dominios K presentaron
mayor estabilidad conformacional interna que los dominios L, con la excepcion de un
aumento subito de RMSD en el dominio K2 del sistema hTKFC a los 18 ns.

Aunque al comparar entre si las divergencias de los tres sistemas respecto a su estado
inicial, no se observaron efectos claros de la presencia de los ligandos DHA y ATP o FAD,
debe tenerse en cuenta que los valores de RMSD miden la divergencia cuantitativa pero no
dan informacion sobre los aspectos vectoriales de los movimientos. Como veremos mas
adelante, si no la magnitud de los movimientos, sus principales componentes si que fueron
afectados por la presencia y la naturaleza de los ligandos. Otro aspecto de la movilidad de los
sistemas dindmicos que no se pone de manifiesto en las graficas de RMSD es la distribucion
de la movilidad entre distintas regiones proteicas, y aqui si que se observaron diferencias
dependientes de los ligandos unidos. En la Figura 38 se presentan, en los tres sistemas
estudiados, las fluctuaciones de los carbonos a de la proteina respecto a sus posiciones medias
(valores de RMSF), tras eliminar los efectos de los movimientos de traslacion y rotacion’.

En los dominios K de las dos subunidades se observaron tres regiones de gran
movilidad, localizadas en la superficie del dominio y correspondientes a lazos entre
segmentos con estructura secundaria de hélice a y/o ldmina plegada 3 (Figura 38.C): los lazos
144-150, situados en las caras de los dominios K orientadas hacia los dominios L; los lazos
198-211, situados en la parte superior de los dominios K, muy proximos a la interfaz K1-K2,
de manera que los dos lazos iguales pueden interaccionar entre si; y los lazos 248-259,
ubicados en la parte inferior de los dominios K, y lejos de cualquier otro dominio. Se puede
destacar la notable disminucién de movilidad de los primeros aminodcidos del lazo 198-211
en el dominio K2, como consecuencia de la presencia de ligandos unidos (Figura 38.B).

¥ Ver nota 4 en la pagina 19.
’ Ver nota 3 en la pagina 17.
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Figura 37: Dinidmica molecular de los sistemas hTKFC, hTKFC:2DHA:2ATP y hTKFC:FAD. Las
trayectorias de 42 ns se presentan en forma animada en los Videos 4, 5 y 8 (Suplemento CD-ROM). A:
Superposicion de conformaciones extraidas de las trayectdrias a intervalos regulares de 1 ns, alineadas con la
conformacién inicial. Las subunidades se presentan una en azul (K1L1) y otra en rojo (K2L2). Los iones Mg”" se
representan por pequeflas esferas anaranjadas y los sustratos como modelos de varillas verdes (ATP en los
dominios L; DHA covalentemente ligado a las His**' de los dominios K; FAD en el dominio L1). B: Evolucién
temporal de la RMSD global calculada con todos los carbonos a del dimero. C: Evolucién de la RMSD
calculada independentemente para cada dominio: dominios K, aa 3-330; dominios L, aa 372-573.
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Figura 38: Fluctuacién de los Co durante las simulaciones de dinimica molecular de los tres sistemas
estudiados. La fluctuacion de cada carbono o, respecto a sus posiciones medias, se calculd en forma de RMSF
dentro de cada dominio. Por lo tanto, los valores de RMSF no incluyen los movimientos relativos de unos
dominios respecto a otros. A, B: RMSF calculada para los dominios de la subunidad KIL1 o K2L2,
respectivamente. En la parte superior de ambos paneles se muestra la estructura secundaria de las cadenas. C:
Distribucion de las regiones mas modviles de cada dominio representadas en color sobre la estructura proteica
inicial de las tres simulaciones. Color rojo, 144-150; verde, 198-211; azul, 248-259; rosa, 390-404 en L1 y 398-
400 en L2; amarillo, 421-426; cian, 443-449; naranja, 488-491; salmon, 507-514; marrén, 535-550.
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En los dominios L, en consonancia con su mayor movilidad general respecto a los
dominios K, todas las regiones ubicadas entre hélices a presentaron una elevada movilidad
relativa en alguno de los dos dominios (Figura 38.C). Un hecho a destacar es la gran
movilidad del segmento 390-404 del dominio L1 en el sistema hTKFC (proteina sin ningun
sustrato unido), que no tuvo reflejo en la dindmica del dominio L2 en el mismo sistema, ni en
la dinamica de dominios L en los sistemas con sustratos unidos (hTKFC:2DHA:2ATP y
hTKFC:FAD). Este segmento incluye algunos aminodcidos de la primera y segunda hélices
del barril de 8 hélices a, asi como los aminoacidos que se coordinan con los iones metalicos.
Un comportamiento similar, pero menos marcado, lo presento el lazo 443-449, ubicado entre
las hélices tercera y cuarta del barril. Este lazo esta a corta distancia del segmento 390-404, y
los dos estan cercanos al sitio de union de los grupos fosfato de ATP o FAD. La presencia de
un ligando, como ATP o FAD, podria por tanto disminuir la flexibilidad de esta region. Las
fluctuaciones observadas en esta region del dominio L1, que involucran a algunos residuos de
la primera y segunda hélice no conllevan pérdida de estructura secundaria, pero si un
enderezamiento del codo que presenta la primera hélice y cambios en la coordinacion de los
metales (véase la siguiente seccion).

Dindamica de los ligandos y sus entornos inmediatos en los centros de union

Otra cuestion que se considerd también en las tres simulaciones dindmicas es lo que
sucede con cada uno de los ligandos Mg*", DHA, ATP y FAD. A este respecto, la primera
generalizacion que debe hacerse es que la union de dichos ligandos a la proteina persistio a lo
largo de todas las trayectorias, aunque los detalles concretos de sus conformaciones y sus
interacciones no covalentes mostraron algunos cambios de interés que se destacan a
continuacion.

Respecto a los iones Mg>*, se mantuvieron en general, durante las simulaciones, la
coordinacion de Mg-1 con Asp>®, Asp™' y Asp™”, y la de Mg-2 con Asp™' y Asp*®. La
unica excepcion significativa se observo en el sitio L1-syn del sistema hTKFC:2DHA:2ATP,
donde el Mg-1, manteniéndose coordinado a los tres aspartatos, a partir de los 36 ns lo hizo de
forma bidentada con Asp™°, mientras que el Mg-2 dejé de estar coordinado con Asp™”. La
importancia de los aminoacidos a los que se coordinan los iones de Mg para la actividad
enzimatica se puso de manifiesto por los efectos de sus mutaciones sobre las actividades
enzimaticas (véase mas adelante).

Respecto a las moléculas de ATP, en la Figura 39.A se resumen con detalle, de forma
estatica, sus trayectorias dindmicas y las de sus entornos aminoacidicos en los dos sitios de
unioén, L1-syn y L2-anti, del sistema hTKFC:2DHA:2ATP. El cambio mas importante en la
conformacion de ATP se produjo en el sitio L1-syn, en el que la base adenina se encontraba
inicialmente en la conformacion syn, como ya se ha dicho anteriormente (Figura 35.C). Una
vez transcurridos 1,2 ns de simulacion, el angulo de torsion del enlace glicosidico entre los
anillos de ribosa y adenina sufri6 un giro que convirtid esta molécula de ATP a su
conformaciodn anti, permaneciendo asi hasta el final (Figura 39.B). La otra molécula de ATP,
ligada en el sitio L2-anti, permanecid en la conformacion anti durante todo el tiempo de la
simulacion. La conformacion del grupo trifosfato del ATP ubicado en el sitio L2-anti es un
poco mas extendida que la del grupo homoélogo del sitio L1-syn, y los respectivos angulos de
torsion fueron en general mas estables, experimentando menos cambios. Las dos mitades
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Figura 39: Dinamica del ATP y DHA en el sistema hTKFC:2DHA:2ATP. La trayectoria se presenta en
forma animada en el Video 5 (Suplemento CD-ROM). A, C: Superposicion de conformaciones extraidas de las
trayectorias a intervalos regulares de 1 ns, alineadas con la conformacion inicial. Los ligandos se representan
como varillas de color azul claro. Los aminoacidos proximos se presentan en color seglin su naturaleza general:
gris, no polares; verde, polares; azul oscuro, basicos; rojo, acidicos. B: Evolucion temporal del angulo de torsién
del enlace glicosidico del ATP entre los atomos O4' y C1' de la ribosa y N9 y C4 de la adenina. La molécula de
ATP en el sitio L1-syn cambi6 su conformacion de syn para anti transcurridos 1,2 ns de tiempo simulado.
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trihidroxiprop-2-ilo (DHA unido covalentemente a His*') no presentaron cambios

conformacionales de interés (Figura 39.C). En este mismo sistema (WTKFC:2DHA:2ATP) se
observo también como evolucionaban los puentes de hidrogeno y otros contactos entre los
ligandos y los residuos aminoacidicos (Figuras 40 y 41).

Los puentes de hidrogeno establecidos inicialmente por la DHA (trihidroxiprop-2-ilo)
con los aminoéacidos Gly>®, His>’ y Asp''* (Figura 34.B) continuaron existiendo durante la
simulaciéon de dindmica molecular, aunque no de manera permanente, sino en diferentes
fracciones temporales y con cambios de aceptor o donador segun los casos (Figura 40). El
puente que mostrd mayor prevalencia (>60% o >80% del tiempo de simulacién en uno u otro
de los sitios) fue el formado por Asp''* con el O3 o el O1 de la DHA; los formados por His>
tuvieron prevalencias algo menores y los formados por Gly*® estuvieron presentes menos del
10% del tiempo de simulacion. Durante la trayectoria, se observd ademas la formacion de
puentes de Lys'” con el O3 del trihidroxiprop-2-ilo, inicialmente inexistentes, y que se
mantuvieron un 5%-10% del tiempo de simulacion. Para la DHA, no se consideraron las
posibles interacciones no covalentes distintas de los puentes de hidrogeno, teniendo en cuenta
su unién covalente a His**' en forma de trihidroxiprop-2-ilo.

Respecto a los puentes de hidrogeno formados inicialmente por una o dos de las
moléculas de ATP con los aminoacidos Cys*™, Ser**®, Gly**® y Asp>*® (Figura 35.C), s6lo este
ultimo tuvo una presencia constante, actuando como donador durante toda la simulacion, en
ambos sitios L1 y L2, con el 02' y/o el O3' de la ribosa como aceptor. Los puentes con Cys***
y Ser**® estaban presentes al comienzo en los sitios L1-syn y L2-anti, respectivamente (Figura
35.C), pero desaparecieron inmediatamente (Figura 40). Durante la simulacion dinamica se
formaron cada uno de ellos en el sitio contrario, manteniéndose en el tiempo de forma parcial,
en mayor proporcion los formados por la cadena lateral o la cadena principal de Ser**® con el
fosfato o de ATP. El puente de Gly** con la adenina desaparecié también desde el comienzo
de la simulaciéon y no volvio a formarse. En su lugar, durante la simulacion se formaron
puentes de la adenina con Thr''?, Lys®” y Ala*™, aunque mantuvieron una presencia poco
constante (Figura 40). Es destacable la persistencia en los dos sitios de union de ATP de los
puentes de hidrogeno de los atomos O2' y/o O3' de la ribosa con el ya mencionado residuo
Asp”° y con las cadenas principales de Met™” y Gly**®, lo que concuerda con su papel en la
especificidad enzimatica, a juzgar por la potencia relativa de ribo- y desoxirribonucleotidos
como inhibidores de la actividad FMN ciclasa de hTKFC [2] y por los efectos de la mutacion
D556A sobre los parametros cinéticos de sus actividades quinasa y ciclasa (véase mads
adelante). Mas abajo nos referiremos a la aparicion transitoria, en el sitio L2-anti, de un
puente de hidrogeno, entre el O de la cadena lateral de Thr''? (como donador) y el N-6 de la
adenina (como aceptor), u otros entre dicho aminodcido y el N-1 o N-6 de la adenina, puentes
que pueden ser importantes en la actividad quinasa y pueden explicar los efectos de la

mutacion T112A.

Respecto a las interacciones distintas de puentes de hidrogeno establecidas por las
moléculas de ATP, durante toda la simulacién dindmica se mantuvieron esencialmente
constantes los contactos de la adenina con Ser**’, Ala*®®, Thr***, al menos en uno de los dos
sitios de unidon (L1-syn o L2-anti). Es de destacar que en los modelos de ATP unido a
hTKFC, obtenidos por homologia (Figura 35.C), el anillo de adenina se introducia
profundamente en el bolsillo de unién, mientras que durante las simulaciones dindmicas la
adenina, sin abandonar por completo este bolsillo, mostraba menor grado de penetracién en
¢l. Esto se pone de manifiesto, por ejemplo, en la desaparicion de los contactos entre la
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adenina y los aminoacidos Met™ y Gly*®, ubicados en el fondo del bolsillo (Figura 41.B).
Este movimiento ligero hacia el exterior del bolsillo, puede relacionarse con la formacion del
puente de hidrogeno con Thr''? arriba mencionado. Durante toda la simulacién dinamica,
también se conservo en ambos sitios de unidn la coordinacion de los grupos trifosfato con los
iones de Mg>" (Figura 39.A) asi como sus distancias respecto a los aminoacidos ligados al
metal (Asp>°, Asp™' y Asp™”) (Figura 41.B).

En la Figura 42 se resume con detalle, de forma estatica, la trayectoria dindmica de la
molécula de FAD y su entorno aminoacidico en el unico sitio ocupado en el sistema
hTKFC:FAD. La conformacion inicial del FAD (Figura 36.EG) permanecié relativamente
constante a lo largo del tiempo simulado, observandose las fluctuaciones mas marcadas en la
dimetilisoaloxazina. La base adenina de FAD mantuvo todo el tiempo su conformacion anti,
asi como, de manera intermitente, las interacciones hidrofobicas observadas en la estructura
de partida con Leu™’, Ala*®*, Met*” y Leu®. En la Figura 43 se analiza la dinamica de los
puentes de hidrogeno observados entre la proteina y el ligando. Inicialmente, en el complejo
hTKFC:FAD obtenido por docking se habian detectado puentes de hidrogeno de Asn''” con la
dimetilisoaloxazina, Ser*® con el O4' del ribitol y Asp™® con el O3' de la ribosa (Figura
36.G). El primero de ellos se mantuvo durante un 66% de la simulacién, el segundo durante
un 92% vy el tercero, junto con otro puente formado con el O2' de la misma ribosa, durante la
totalidad de la trayectoria. La persistencia de los puentes de hidrogeno formados por Asp>>°,
que coincide con lo observado en los complejos con ATP (ver arriba), confirma la
importancia de este residuo en la especificidad de sustrato de hTKFC. El puente de hidrogeno
formado por Ser**® con el O4' del ribitol (el atomo que debe realizar el ataque nucleofilico
interno sobre el fosforo proximal, en la reaccion FMN ciclasa) puede tener un papel
importante en el mecanismo facilitando la disociacion del 4'-OH y por lo tanto dicho ataque.
La importancia de Ser**® a este respecto se puso de manifiesto también por los efectos de la
mutacion S446A sobre los pardmetros cinéticos de sus actividades quinasa y ciclasa (véase
mas adelante). Ademads de los anteriores puentes de hidrogeno, presentes desde el comienzo
de la simulacion, durante la misma se observo también la formacion de puentes de hidrogeno
con las cadenas principales de Met*” y Gly™®. Los grupos fosfatos o y B permanecieron
coordinados a los Mg-1 y Mg-2, respectivamente, pero la existencia de puentes de hidrogeno
con la proteina fue casi nula. En todo el tiempo simulado no se observaron interacciones
hidrofobicas con la regién apolar de la dimetilisoaloxazina. Esta mantuvo una cara en
contacto con residuos mayoritariamente polares de la proteina, mientras que la otra cara
estuvo siempre orientada hacia el solvente (Figura 44).
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A

Donador Aceptor Ocupacion (%) Donador Aceptor Ocupacion (%)
Grupo: trihidroxiprop-2-ilo en el sitio L1-syn Grupo: trihidroxiprop-2-ilo en el sitio L2-anti
Dha-02 Gly56-O 2,78 Dha-O1 Gly56-O 0,36
Dha-03 Gly56-O 0,55 Dha-02 Gly56-O 0,19
Dha-02 Gly56-N 0,95 Dha-03 Gly56-O 0,02
Dha-02 His59-NE2 0,10 Dha-02 Gly56-N 1,05
Dha-O1 Phe81-O 1,88 Dha-02 His59-NE2 0,07
Dha-02 Phe81-O 1,71 Dha-O1 Phe81-O 3,52
Dha-03 Phe81-O 0,17 Dha-02 Phe81-O 4,45
Dha-02 Thr82-O 0,31 Dha-O1 Ser83-0G 1,26
Dha-O1 Ser83-0G 0,79 Dha-03 Aspl114-OD 87,08
Dha-02 Lys109-NZ 0,02 Dha-O1 Aspl114-OD 15,68
Dha-O1 Aspl114-OD 27,58 Gly56-N Dha-O1 8,95
Dha-03 Aspl114-OD 63,52 Gly56-N Dha-03 7,95
Dha-02 Aspl114-OD 0,45 His59-NE2 Dha-O1 51,62
Gly56-N Dha-O1 6,95 His59-NE2 Dha-02 22,56
Gly56-N Dha-03 3,88 His59-NE2 Dha-03 0,14
His59-NE2 Dha-O1 25,32 Ser83-0G Dha-O1 0,02
His59-NE2 Dha-02 31,06 Lys109-NZ Dha-02 0,12
His59-NE2 Dha-03 0,40 Lys109-NZ Dha-03 10,35
Ser83-N Dha-O1 0,02
Lys109-NZ Dha-02 0,10
Lys109-NZ Dha-03 5,47
B
Donador Aceptor Ocupacioén (%) Donador Aceptor Ocupacioén (%)
Grupo: Adenina (Ade) en el sitio L1-syn Grupo: Adenina (Ade) en el sitio L2-anti
Ade-N6 Gly486-O 3,14 Ade-N6 Thr112-O 4,40
Ade-N6 Lys487-O 29,11 Ade-N6 Thr112-0OG1 5,52
Ade-N6 Ala488-N 0,05 Ade-N6 Glyl13-N 0,17
Ade-N6 Ala489-N 0,33 Ade-N6 Ser446-0G 1,26
Thr112-0G1 Ade-N6 0,07 Ade-N6 Gly486-O 0,12
Ser446-0G Ade-N3 0,02 Thr112-OG1 Ade-N1 9,19
Ser446-0G Ade-N7 0,71 Thr112-OG1 Ade-N6 6,00
Lys487-NZ Ade-N1 0,31 Thr112-0G1 Ade-N7 0,07
Lys487-NZ Ade-N6 0,05 Argl15-NH Ade-N1 0,43
Lys487-NZ Ade-N7 0,17 Argl15-NH Ade-N6 0,10
Ala488-N Ade-N1 0,02 Argl51-NH Ade-N1 0,05
Ala489-N Ade-N1 14,04 Argl51-NH Ade-N6 0,10
Ala489-N Ade-N6 0,07 Ser446-0G Ade-N1 0,02
Met495-N Ade-N3 0,48 Ser446-0G Ade-N6 0,05
Leu496-N Ade-N3 0,07 Ser446-0G Ade-N7 0,21
Grupo: Ribosa (Rib) en el sitio L1-syn Grupo: Ribosa (Rib) en el sitio L2-anti
Rib-02' Asp556-OD 92,38 Rib-02' Asp556-OD 93,00
Rib-03' Asp556-OD 72,18 Rib-03' Asp556-OD 93,62
Cys404-SG Rib-03' 0,05 Rib-03' Gly558-N 0,02
Ser446-0G Rib-O4' 0,14 Cys404-SG Rib-03' 0,05
Ser447-0G Rib-O4' 0,59 Ser447-0G Rib-O4' 0,24
Ser447-N Rib-O4' 0,02 Tyr451-OH Rib-O4' 0,02
Met495-N Rib-02' 73,92 Met495-N Rib-02' 53,38
Gly558-N Rib-03' 59,83 Gly558-N Rib-03' 52,95
Grupo: Trifosfato (Ppp) en el sitio L1-syn Grupo: Trifosfato (Ppp) en el sitio L2-anti
Cys404-SG Ppp-05' 2,05 Lys204-NZ Ppp-O1G 0,45
Cys404-SG Ppp-O1A 0,12 Lys204-NZ Ppp-O2B 0,02
Cys404-SG Ppp-O1B 0,05 Lys204-NZ Ppp-03G 0,05
Cys404-SG Ppp-O2B 2,62 Lys204-NZ Ppp-O3B 0,02
Cys404-SG Ppp-O3A 3,52 Cys404-SG Ppp-O2A 3,43
Thr407-0OG1 Ppp-O1A 0,45 Cys404-SG Ppp-05' 24,42
Ser446-0G Ppp-O5' 0,45 Cys404-SG Ppp-O1A 0,24
Ser446-0G Ppp-O1A 0,33 Thr407-0OG1 Ppp-02A 41,10
Ser446-0G Ppp-02A 56,52 His408-NE2 Ppp-O2A 0,02
Ser446-N Ppp-O1A 34,55 Ser446-0G Ppp-O2B 0,05
Ser446-N Ppp-02A 66,25 Ser446-0G Ppp-O3B 0,33
Ser447-0G Ppp-05' 7,02 Ser446-0G Ppp-03G 2,05
Ser447-0G Ppp-O1A 63,40 Ser446-N Ppp-O3B 0,12
Ser447-0G Ppp-O2B 4,00 Ser446-N Ppp-03G 2,26
Ser447-0G Ppp-0O3A 6,16 Ser447-0G Ppp-05' 8,88
Ser447-N Ppp-O5' 1,62 Ser447-0G Ppp-02A 28,70
Ser447-N Ppp-O1A 81,27 Ser447-0G Ppp-O3A 3,93
Ser447-N Ppp-O2A 0,95 Ser447-0G Ppp-O2B 1,02
Ser447-0G Ppp-O3B 1,26
Ser447-N Ppp-O3B 0,02
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Figura 40: Puentes de hidrégeno entre hTKFC y los sustratos DHA y ATP detectados durante la
simulacion de dinamica molecular del sistema hTKFC:2DHA:2ATP. A,B: Puentes de hidrégeno (donador-
H::aceptor; d-H::a). La ocupacion es el porcentaje de 4200 fotogramas en que dicho enlace estaba presente. En
los grupos con dos atomos d o a equivalentes en la cadena lateral, la ocupacion indicada es la suma de los dos
puentes posibles (p.ej., en esta figura, Asp>° tiene dos atomos equivalentes, OD1 y OD2, que pueden actuar
como a, y que se identifican conjuntamente como "atomo" OD). El criterio para definir un puente de hidrogeno
d-H::a fue una distancia d-a <3,5 A y un 4dngulo d-H-a >140°. C: Identificacién de los 4&tomos de DHA y ATP
que pueden formar puentes de hidrogeno (nomenclatura usada en los paneles A y B). D: Evolucion temporal de
los puentes de hidrogeno destacados en negrita en A y B, con ocupaciones >5% y/o presentes en el modelo
obtenido con Modeller (subrayados a la izquierda; Figuras 34.B y 35).
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A Contactos Puentes Contactos Puentes
totales de H Diferencia totales de H Diferencia
Ocupacion (%) Ocupacion (%)

Grupo: Adenina (Ade) en el sitio L1-syn Grupo: Adenina (Ade) en el sitio L2-anti
Thr112 20,25 0,07 20,18 Thr112 76,87 24,08 52,79
Leull6 0,40 0,00 0,40 Glyl113 7,62 0,17 7,45
Ser446 92,10 0,74 91,36 Argll15 1,67 0,52 1,15
Ser447 10,52 0,00 10,52 Leull6 15,16 0,00 15,16
Leu450 53,24 0,00 53,24 Argl5s1 2,33 0,14 2,19
Met482 2,17 0,00 2,17 Ser446 11,80 1,55 10,25
Gly486 7,88 3,14 4,74 Ser447 11,16 0,00 11,16
Lys487 56,21 29,63 26,58 Leu450 29,87 0,00 29,87
Ala488 88,08 0,07 88,01 Met482 0,02 0,00 0,02
Ala489 23,25 14,21 9,04 Gly486 13,87 0,12 13,75
Asp492 0,40 0,00 0,40 Lys487 0,19 0,00 0,19
Arg493 0,07 0,00 0,07 Ala488 3,50 0,00 3,50
Thr494 91,48 0,00 91,48 Asp492 23,20 0,00 23,20
Met495 20,75 0,48 20,27 Arg493 0,24 0,00 0,24
Leu496 57,40 0,07 57,33 Thr494 89,36 0,00 89,36
Asp497 0,05 0,00 0,05 Met495 0,93 0,00 0,93
Asp556 0,05 0,00 0,05 Leu496 11,76 0,00 11,76

Grupo: Ribosa (Rib) en el sitio L1-syn Grupo: Ribosa (Rib) en el sitio L2-anti
Asp396 0,12 0,00 0,12 Asp396 29,25 0,00 29,25
Cys404 34,55 0,05 34,50 Ala399 0,02 0,00 0,02
Ser446 74,87 0,14 74,73 Cys404 87,51 0,05 87,46
Ser447 60,16 0,62 59,54 His408 0,45 0,00 0,45
Leu450 12,61 0,00 12,61 Ser447 28,03 0,24 27,79
Arg493 1,59 0,00 1,59 Leu450 1,14 0,00 1,14
Thr494 98,50 0,00 98,50 Tyrd51 0,33 0,02 0,31
Met495 98,74 73,92 24,82 Arg493 12,64 0,00 12,64
Asp556 99,67 93,03 6,64 Thr494 99,69 0,00 99,69
Pro557 91,77 0,00 91,77 Met495 99,33 53,36 45,97
Gly558 99,93 59,83 40,10 Leu496 0,02 0,00 0,02
AlaS59 75,73 0,00 75,73 Asp556 98,19 95,72 2,47

Pro557 97,69 0,00 97,69
Grupo: Trifosfato (Ppp) en el sitio L1-syn Gly558 99,76 52,95 46,81
Asp396 99,98 0,00 99,98 AlaS59 21,51 0,00 21,51
Ala399 0,07 0,00 0,07
Gly400 0,02 0,00 0,02 Grupo: Trifosfato (Ppp) en el sitio L2-anti
Asp401 100,00 0,00 100,00 Pheg1 0,12 0,00 0,12
Asp403 100,00 0,00 100,00 Thr82 0,19 0,00 0,19
Cys404 75,87 8,12 67,75 Lys204 0,50 0,50 0,00
Thr407 8,59 0,48 8,11 Asp396 100,00 0,00 100,00
His408 0,02 0,00 0,02 Asp401 100,00 0,00 100,00
Gly444 8,71 0,00 8,71 Asp403 100,00 0,00 100,00
Gly445 99,41 0,00 99,41 Cys404 99,98 27,82 72,16
Ser446 100,00 94,74 5,26 Thr407 84,01 41,10 42,91
Ser447 92,17 86,27 5,90 His408 0,19 0,02 0,17
Gly448 1,36 0,00 1,36 Gly445 4,07 0,00 4,07
Met495 0,02 0,00 0,02 Ser446 3,83 2,95 0,88
Pro557 3,97 0,00 3,97 Ser447 68,30 41,67 26,63

Figura 41: Contactos entre hTKFC y ATP detectados durante la simulacion de dindmica con el sistema
hTKFC:2DHA:2ATP. El criterio empleado para identificar posibilidades de contacto atomico fue simplemente
que el programa VMD midiera una distancia <4,2 A entre atomos del aminoécido y de la parte del sustrato
indicados (excluyendo los atomos de hidrogeno). A: Contactos detectados. La ocupacion es el promedio

90



Trioquinasa/FMN ciclasa humana: modelado molecular

ATP en dominio L1 %
Thr112:Ade ‘l |- ” ” ‘ |

Asp396:Ppp
Asp401:Ppp:
Asp403:Ppp

Crs04RD Il MMM 0

Cys404:Ppp

Thré07:Ppp 1110 A

Gly445:Ppp
|

Ser446:Ade il ‘
H‘ 11 [ AR

Ser446:Rib

I‘ ‘ |
I\I__I\IH_\I-\‘IIII A0 ORI
Ser446:Ppp

Sera47:Ade F | U I OO0
Ser447:Rib I " \
| | | |

Ser447:Ppp
Leu450:Ade
Leud50:Rib | ‘
Meta82:Ade

Gly486:Ade

Lys487:Ad |I
yS - [-]
nass e I-lhl O
Alad89:Ade | | |I | ‘
|
H

Thr494:Ade
Thr494:Rib

Metdgs:Ade NN 0O O T NI

Metd95:Rib 'l

Leuase:ade— C L [N Al MM

Asp556:Ri

v oA (URRRY VAR T TR i

Gly558:Ri

wvasse:Rio—][1| N | TR U TR T ) (I T

ATP en dominio L2

Thr112:Ade .
Leu116:Ade
Asp396:Rib | I

Asp396:Ppp
Asp401:Ppp
Asp403:Ppp
MR 11 NN 0 0000 I |
Cys404:Ppp

Thr407:Ppp

Gly445:Ppp

Serd46:Ade I ‘ II ‘
Serd46:Ppp ‘
Serd447:Ade

T

Ser447:Rib “ “ [ [-278
it i i ol

Leu450:Ade

Met482:Ade - 0.0
Giyassade wmun I | I 12
Ala488:Ade HI ’ [ - 3,5
Asp492:Ade | MDA - 232
Arg493:Rib | 126
Thr494:Ade - 894
Thr494:Rib 99,7
Met495:Rib 46.0
Leu496:Ade h 0 ey 1 1 1] 18
Asp556:Rib | S
Pro557:Rib | L - 577
Gly558:Rib 46,8
Ala559:Rib. Imm . m 21,5

T T T T T T T T

10 20 30 40

Tiempo (ns)

de 4200 fotogramas recogidos en la simulacioén en que los contactos estaban presentes. En negrita se destacan los
contactos que aparecen en B. B: Evolucion temporal durante la simulacion de los contactos presentes en el
modelo obtenido con Modeller (subrayados a la izquierda; Figura 35) y/o los que se detectaron en >30% de los
fotogramas sin que se detectara ninglin puente de hidrégeno que pudiera corresponder al contacto en el mismo
fotograma. El color rojo corresponde siempre a este tipo de contactos no explicables por puentes de hidrogeno;
el color negro sefiala a los contactos detectados que pueden corresponder a puentes de hidrogeno.
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Figura 42: Dinamica de FAD en el sistema hTKFC:FAD. La trayectoria de 42 ns se presenta en forma
animada en el Video 8 (Suplemento CD-ROM). Aqui se presenta una superposicion de conformaciones extraidas
de la trayectoria a intervalos de 1 ns, alineadas con la conformacion inicial. EI FAD se representa como varillas
de color azul claro, con el grupo dimetilisoaloxazina a la izquierda y el grupo adenina a la derecha. Los
aminoacidos proéximos se presentan en color seglin su naturaleza general: gris, no polares; verde, polares; azul
oscuro, basicos; rojo, acidicos.
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Donador Aceptor Ocupacién (%) Donador Aceptor Ocupacién (%)
Grupo: Adenina (Ade) Grupo: Ribitol (Rbo)
Ser446-0G Ade-N7A 1,95 Ser446-N Rbo-04' 91,88
Ade-N6A Ser446-0G 4,19 Ser446-0G Rbo-04' 0,43
Ser446-0G Ade-N6A 0,52 Ser447-N Rbo-04' 0,07
Lys487-NZ Ade-N6A 0,10
Ade-N6A Gly486-O 1,67 Grupo: Dimetilisoaloxazina (Iso)
Met495-N Ade-N3A 0,10 Asnl117-ND2 Iso-O4 66,49
Ade-N6A Thr112-0G1 0,12 Ser83-OG Iso-N5 1,55
Ade-N6A Thr112-O 0,05 Ser83-0G Iso-O4 5,43
Iso-N3 Asnl17-OD 3,28
Ser83-N Is0-O4 3,66
Gly445-N Is0-02 3,19
Grupo: Ribosa (Rib) Iso-N3 Ser83-O 0,64
Rib-O3B Asp556-OD 99,55 Asnl17-ND2 Is0-02 3,57
Rib-O2B Asp556-OD 99,14 Ser446-0G Iso-O2 11,80
Gly558-N Rib-O3B 80,27 Ser446-0G Iso-N1 1,36
Met495-N Rib-O2B 42,36 Asnl17-ND2 Iso-N3 0,40
Ser447-0G Rib-O4B 0,05 Asnl17-ND2 Iso-N5 0,10
Ser446-N Is0-02 0,02
Iso-N3 Asnl17-ND2 0,24
Grupo: Pirofosfato (pp) Iso-N3 Glyl13-N 0,02
Cys404-SG pp-O2A 0,36 Iso-N3 Pro84-O 0,02
Ser447-0G pp-O3P 0,12 Iso-N3 Ser83-0G 0,17
Ser447-0G pp-O2P 0,02 Ser83-N Iso-N5 0,14
3B
donador::aceptor FAD en dominio L1 %
Ser83-0G::Is0-04 I ‘ “ 54
Asn117-ND2::Is0-04 H‘l | | | |-e65
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Figura 43: Puentes de hidrégeno entre hTKFC y el sustrato FAD detectados durante la simulacién de
dindamica molecular del sistema hTKFC:FAD. A: Puentes de hidrogeno (donador-H::aceptor; d-H::a). La
ocupacion es el porcentaje de 4200 fotogramas en que dicho enlace estaba presente. En los grupos con dos
atomos d o a equivalentes en la cadena lateral, la ocupacion indicada es la suma de los dos puentes posibles
(p.€j., en esta figura, Asp>° tiene dos atomos equivalentes, OD1 y OD2, que pueden actuar como a, y que se
identifican conjuntamente como "atomo" OD). El criterio para definir un puente de hidrégeno d-H::a fue una
distancia d-a <3,5 A y un angulo d-H-a >140°. B: Identificacion de los 4tomos de FAD que pueden formar
puentes de hidrogeno. C: Evolucion temporal de los puentes de hidrogeno destacados en negrita en A, con
ocupaciones >5% y/o presentes en el modelo de docking (subrayados a la izquierda).

93



Joaquim Rui Rodrigues

A
Contactos Puentes
totales deH Diferencia
Ocupacion (%)
Grupo: Adenina (Ade)
Thr112 71,49 0,17 71,32
Leull6 4,07 0,00 4,07
Ser446 93,81 6,66 87,15
Ser447 2,83 0,00 2,83
Leud50 82,32 0,00 82,32
Met482 0,02 0,00 0,02
Gly486 65,80 1,67 64,13
Lys487 3,97 0,10 3,87
Ala488 28,30 0,00 28,30
Asp492 0,02 0,00 0,02
Thr494 92,55 0,00 92,55
Met495 44,65 0,10 44,55
Leud496 23,42 0,00 23,42
Grupo: Ribosa (Rib)

Asp396 1,88 0,00 1,88
Cys404 57,40 0,00 57,40
His408 13,21 0,00 13,21
Ser446 4,40 0,00 4,40
Serd47 89,81 0,05 89,76
Leu450 0,71 0,00 0,71
Arg493 0,88 0,00 0,88
Thr494 99,88 0,00 99,88
Met495 99,98 42,36 57,62
Asp556 100,00 100,00 0,00
Pro557 99,93 0,00 99,93
Gly558 99,98 80,25 19,73
Ala559 62,38 0,00 62,38
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totales de H Diferencia
Ocupacion (%)
Grupo: Pirofosfato (pp)
Asp396 100,00 0,00 100,00
Gly400 0,02 0,00 0,02
Asp401 100,00 0,00 100,00
Asp403 100,00 0,00 100,00
Cys404 99,98 0,36 99,62
His408 0,48 0,00 0,48
Gly444 8,61 0,00 8,61
Gly445 67,44 0,00 67,44
Ser446 2,09 0,00 2,09
Ser447 4,16 0,12 4,04
Grupo: Ribitol (Rbo)
Thr112 17,82 0,00 17,82
Gly113 0,21 0,00 0,21
Gly444 0,43 0,00 0,43
Gly445 99,26 0,00 99,26
Ser446 100,00 92,12 7,88
Ser447 0,88 0,07 0,81
Grupo: Dimetilisoaloxazina (Iso)

Pheg1 3,52 0,00 3,52
Thr82 8,33 0,00 8,33
Ser83 54,78 10,83 43,95
Pro84 8,47 0,02 8,45
Ala85 6,40 0,00 6,40
Val86 0,05 0,00 0,05
Tyrlll 0,93 0,00 0,93
Thr112 83,37 0,00 83,37
Gly113 94,41 0,02 94,39
Aspll4 0,98 0,00 0,98
Leull6 14,56 0,00 14,56
Asnl17 94,86 71,35 23,51
His221 0,19 0,00 0,19
Gly444 7,21 0,00 7,21
Gly445 93,72 3,19 90,53
Ser446 63,83 12,35 51,48
Alad449 6,33 0,00 6,33
Lys487 0,14 0,00 0,14
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Figura 44: Contactos detectados entre hTKFC y FAD durante la simulacion de dinamica con el sistema
hTKFC:FAD. El criterio empleado para identificar posibilidades de contacto atomico fue simplemente que el
programa VMD midiera una distancia <4,2 A entre atomos del aminoacido y de la parte del sustrato indicados
(excluyendo los atomos de hidrogeno). A: Contactos detectados. La ocupacion es el porcentaje de 4200
fotogramas recogidos en la simulaciéon en que los contactos estaban presentes. En negrita se destacan los
contactos que aparecen en B. B: Evolucion temporal durante la simulacion de los contactos presentes en el
modelo obtenido por docking (subrayados a la izquierda; Figura 36) y/o los que se detectaron en >30% de los
fotogramas sin que se detectara ningiin puente de hidrégeno que pudiera corresponder al contacto en el mismo
fotograma. El color rojo corresponde siempre a este tipo de contactos no explicables por puentes de hidrogeno;
el color negro sefiala a los contactos detectados que pueden corresponder a puentes de hidrogeno.
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2.2.4 Aproximacion de los sustratos ATP y DHA durante la dindmica molecular de
hTKFC: un movimiento necesario para explicar la transferencia de fosfato

En la reaccion catalizada por la actividad DHA quinasa, tiene lugar la transferencia del
grupo fosfato y del ATP hacia uno de los grupos hidroxilo de la DHA. En los modelos de los
sitios activos obtenidos por homologia con CbDK, al igual que en esta misma proteina
bacteriana, la distancia entre los dos sustratos es de cerca de 14 A, demasiado grande para
permitir la transferencia de fosfato. En el curso de la simulacion de dindmica molecular del
sistema hTKFC:2DHA:2ATP, estas distancias variaron mucho, y lo hicieron de forma
diferente en los dos centros activos L1K2 y L2K 1, como se puede observar en la Figura 45.A.
En el sitio L1K2 se produjo un rapido incremento inicial de la distancia entre ATP y DHA,
seguido de una disminucion gradual hasta valores similares a los de partida. En el sitio L2K1,
la distancia se mantuvo en valores similares al inicial, pero alrededor de los 35 ns disminuy6
hasta cerca de 5 A, con un minimo de 4,83 A. En el Video 6 se muestra la dindmica molecular
de este sitio durante toda la simulacion y en el Video 7 se presenta el periodo 32-36 ns. La
Figura 46 muestra la estructura completa de hTKFC:2DHA:2ATP en el momento de méaxima
cercania ATP-DHA. La comparacion entre los dominios L2 y L1 indica que la aproximacion
se debe al basculamiento de L2 hacia K1, lo que coincide en parte con lo que Erni et al. han
supuesto que podria ocurrir con la proteina CbDK [148]. En una vista ampliada del centro
L2K1 (Figura 46) se observa la posicion casi correcta para el ataque del O1 del DHA sobre el
Py del ATP, que daria lugar a la transferencia de fosfato, y es posible que la distancia entre los
dos atomos pueda acortarse con resultados Optimos. En el mismo fotograma, y en los
inmediatamente anteriores y posteriores, se observd el establecimiento de puentes de
hidrégeno entre los dominios L2 y K1: uno entre el &tomo N6 de la adenina (ATP unido al
dominio L2) y el OH de la cadena lateral de Thr''* (dominio K1) y otro entre el grupo amino
de la cadena lateral de Lys®** (dominio K1) y un grupo CO del esqueleto peptidico de Arg®”’
y Ala’”® (dominio L2). Estas interacciones pueden favorecer conformaciones del complejo
hTKFC:2DHA:2ATP compatibles con la transferencia de fosfato al sustrato DHA. La posible
importancia del residuo Thr''* en la actividad quinasa de hTKFC se puso de manifiesto en los
efectos de la mutacion T112A (seccién 2.3.2), mientras que la del residuo Lys*** todavia no se
ha puesto a prueba por mutagénesis.

Un movimiento de aproximacion tan marcado como el que se produjo entre ATP y
DHA en el centro L2K 1, durante la trayectoria dinamica del sistema hTKFC:2DHA:2ATP, no
se observd con los sistemas hTKFC y hTKFC:FAD. En estos dos ultimos sistemas no se
podia medir la distancia entre las mismas referencias que en el anterior, por lo que se hicieron
medidas tomando como referencias el ion Mg-2 y el Ne2 de la His™', que son buenos
marcadores de los puntos de anclaje de ATP y DHA (Figura 45.B). Entre estas referencias, en
el sistema hTKFC:2DHA:2ATP se constatd una distancia minima de 9,98 A en el sitio L2K1,
mientras que las distancias mas cortas registradas en los otros dos sistemas fueron de 14,07 A,
en el sitio L1K2 de hTKFC, y de 17,48 A en el sitio L1K2 de hTKFC:FAD. Es de notar que
¢ste es el unico sitio ocupado por FAD en el sistema kTKFC:FAD. En resumen, puede
hacerse la hipotesis de que el basculamiento del dominio L hacia el dominio K, que conlleva
la aproximacion de los sitios de uniéon de ATP y DHA, es especificamente favorecido por la
presencia de estos ligandos en un centro activo, circunstancias en las que dicha aproximacion
seria necesaria para que se manifieste la actividad quinasa. La aproximacion se observo solo
en uno de los dos centros ocupados por ATP y DHA en el sistema hTKFC:2DHA:2ATP, y es
posible que no pueda darse simultdneamente en ambos centros, o que ello sea poco probable.
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Figura 45: Evolucion de la distancia entre DHA y ATP, o sus respectivos sitios de unién, durante las
simulaciones de dinamica molecular. A: Distancias medidas en el sistema hTKFC:2DHA:2ATP entre el
fosforo y del ATP (en L1 o L2) y el oxigeno hidroxilo Ol de la DHA covalentemente ligada a la His**' en el
dominio K correspondiente al mismo sitio activo (K2 o K1, respectivamente). Las distancias en el modelo de
partida, obtenido con Modeller (Figura 33.B), eran 14,21 y 14,30 A para los sitios L1K2 (color mas claro) y
L2K1 (color mas oscuro), respectivamente. En la grafica se indican con niimeros las distancias minimas y
maximas observadas a lo largo del tiempo simulado. La conformacion que presentaba la minima distancia entre
ATP y DHA (4,83 A) puede verse en la Figura 46. B: Distancias medidas en los tres sistemas indicados entre el
Mg-2 (al que el fosforo y del ATP se une cuando esta presente) en el dominio L1 o L2, y el Ne2 de His*' (al que
se une la DHA cuando esta presente) en el dominio K2 o K1, respectivamente. Los colores mas claros
corresponden a las distancias medidas en los centros L1K2 y los mas oscuros a las medidas en L2K1.
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Figura 46: Conformacién que corresponde a la minima distancia medida entre ATP y DHA en la
simulacién dinamica del sistema de hTKFC:2DHA:2ATP. El aspecto mas novedoso de esta conformacion es
el cerramiento del centro activo L2K1 (comparese esta imagen con la Figura 33.B) que conlleva el acercamiento
del oxigeno de DHA al fosforo y del ATP a una distancia de 4,83 A, lo que sugiere la posibilidad del ataque
nucleofilico necesario para que tenga lugar la transferencia de fosfato. A la estabilidad de esta conformacion
cerrada puede contribuir la formacion de puentes de hidrogeno de los aminoacidos Thr''? y Lys*™, que aparecen
durante la simulacion de dindmica molecular. El puente con Thr''? puede explicar los efectos diferentes de la
mutacion T112A sobre las actividades quinasa y liasa ciclante (ver texto de la seccion 2.3.2). Todavia no se ha
construido un mutante puntual del aminoacido Lys®® para poner a prueba la relevancia de un puente de
hidrogeno de este residuo. (A) Vista completa de la conformacion que mostrd la mayor aproximacion entre ATP
y DHA (aproximadamente a los 34,86 ns de la trayectoria presentada en los Videos 6 y 7). (B) Ampliacion del
recuadro sefialado en A. Se representan los dos iones Mg”" (1 y 2) coordinados por tres residuos de aspartato
(Asp™, Asp*” y Asp™) y por el grupo trifosfato del ATP. Este sustrato esta también unido a la proteina por
puentes de hidrogeno de los grupo 2’-OH y 3"-OH de la ribosa con Asp>>® y del N6 de la adenina con la cadena
lateral de Thr''>. DHA estd unida covalentemente a la cadena lateral de His**', formando N'-(1,2,3-
trihidroxiprop-2-il)-L-histidina (DHA-His**'). Se representan también la cadena lateral de Lys*™ y los grupos CO
del esqueleto peptidico de Ala*® o de Arg®’. (C, D) Fotogramas correspondientes a 2 ps antes (C) y después (D)
de la maxima aproximacion ATP-DHA, en los cuales se observa un puente de hidrégeno de la cadena lateral de
Lys** con la cadena principal de Ala™® o Arg®’, respectivamente.
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Aunque resulta atractiva la hipotesis de un efecto especifico del ATP sobre la
conformacion de la proteina, favorable al acercamiento al DHA, hay que tener en cuenta que
las simulaciones dinamicas fueron limitadas en el tiempo, abarcando so6lo 42 ns. Esto debe
compararse con un valor de ke de 5 s para la actividad DHA quinasa de la hTKFC de tipo
salvaje, que implica una transformacién molecular cada 200 ms. Por ello, la vision de que la
aproximacion entre los sitios de union de ATP y DHA es mayor en un sistema que en los
otros (Figura 45.B) podria cambiar si se explorasen trayectorias dindmicas de mayor duracion.
La simulacion del orden de milisegundos estd actualmente fuera del alcance computacional.
En cualquier caso, tenemos planes para hacer futuras simulaciones en un supercomputador
acercandonos lo mas posible a 1 microsegundo. Mientras tanto puede destacarse que el
comportamiento diferente de los tres sistemas, en el sentido indicado por las observaciones
anteriores, fue corroborado por el andlisis de dindmica esencial (siguiente epigrafe).

2.2.5 Andlisis de las trayectorias de dinamica molecular segun los principios de la
dinamica esencial: diferencias entre los tres sistemas estudiados

Para identificar los principales movimientos colectivos producidos en las trayectorias
dinamicas de la proteina hTKFC y sus complejos, se aplicaron los principios de la dinamica
esencial (seccion 3.10.3). En estos andlisis se obtienen vectores propios, que corresponden a
las direcciones de movimientos colectivos de atomos, y valores propios, que corresponden a
las magnitudes de dichos movimientos. Para simplificar los célculos, los analisis se hicieron
solamente con los 4600 atomos de las cadenas principales, usando los 40000 fotogramas
correspondientes a los ultimos 40 ns de cada simulacidon. Para cada sistema (hTKFC,
hTKFC:2DHA:2ATP y hTKFC:FAD) se obtuvo una matriz de covarianza de dimensiones
13800 x 13800, de la cual se obtuvieron, por diagonalizacion, 13800 vectores propios y sus
respectivos valores propios, en orden decreciente. La Figura 47 muestra los valores propios de
los 25 primeros vectores propios de cada sistema. En todos los casos, los primeros 5-8 valores
propios permitian explicar alrededor del 80% de la varianza total observada, mientras que el
primer vector propio por si solo permitia explicar el 45-60% de dicha varianza. Esta gama de
valores es similar a la encontrada con otras proteinas [159,160,161,162]. Por supuesto, el
hecho de que a los primeros vectores propios de los tres sistemas estaban asociadas varianzas
muy similares, no significa que fuesen iguales en términos de direccion. Entre ellos se
observaron diferencias suficientes para concluir que la dindmica esencial de la proteina era
afectada de manera diferente por la union de DHA y ATP o la de FAD. En la Figura 48 se
comparan entre si, de todas las formas posibles, las direcciones de los primeros 8 vectores de
los 3 sistemas. Lo mas destacable es que, siendo comparables los subespacios cubiertos por
las tres simulaciones (valores de RMSIP 0,65-0,68), al comparar los vectores propios
individualmente hubo pocas coincidencias importantes que se reflejaran tanto en la direccion
como en la varianza. Por ejemplo, aunque en términos de direccion se observd un fuerte
parecido entre el segundo componente principal de hTKFC:2DHA:2ATP y el primero de
hTKFC:FAD (Figura 48), éste da cuenta de un 50% de la varianza total del sistema,
comparado con so6lo el 8% de aquel (Figura 47). Asimismo, los cuartos vectores propios de
estos dos sistemas presentaron una clara similitud de direccion entre si (Figura 48), pero cada
uno de ellos representa s6lo ~5% de la varianza total de su respectivo sistema (Figura 47). Por
ultimo, es de notar que, aunque el primer componente principal de ambos sistemas presentaba
cambios de direccion de orden similar respecto al sistema sin sustrato (hTKFC), cuando se
compararon directamente entre si los primeros componentes principales de los sistemas
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Figura 47: Analisis de la dinAmica esencial de los sistemas hTKFC, hTKFC:2DHA:2ATP y hTKFC:FAD:
primeros vectores propios o componentes principales en orden decreciente de valor propio. El analisis se
realizd como se describe en la seccion 3.10.3. El valor propio de cada vector es la varianza (media del cuadrado)
de sus fluctuaciones, mide la magnitud del movimiento colectivo, y representa la motilidad total que se asocia
con dicho componente. Las lineas corresponden al porcentaje acumulativo de los valores propios. En la Figura
48 se comparan los 8 primeros vectores de cada sistema. En la Figura 49 se representa graficamente el primer
vector propio o primer componente principal de cada sistema.
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Figura 48: Comparacion entre las direcciones de los primeros vectores propios o componentes principales
encontrados en la dinamica esencial de los sistemas hTKFC, hTKFC:2DHA:2ATP y hTKFC:FAD. Se
calcularon los productos internos de los 8 primeros vectores propios detectados en cada sistema (Figura 47). Un
valor de 1,0 implica que los dos vectores son idénticos y un valor de 0,0 significa que son completamente
ortogonales. Los valores de RMSIP (root mean square inner product) se calcularon para los 8 x 8 vectores
comparados en cada caso. El valor de RMSIP mide el subespacio en el que las dos simulaciones comparadas se
solapan. Un valor de 1,0 implicaria que las dos simulaciones cubren el mismo espacio durante sus trayectorias
dinamicas, mientras que un valor de 0,0 significaria que los espacios cubiertos son completamente distintos.

hTKFC:2DHA:2ATP y hTKFC:FAD, resultaron ser casi ortogonales (Figuras 48 y 49),
confirmando que los efectos inducidos por la union de DHA:ATP y los inducidos por la union
de FAD eran diferentes.

Para simplificar en lo posible la presentacion de estos movimientos, hemos optado por
presentar visualmente so6lo el primer vector propio de cada sistema, que, como ya se ha dicho,
es el componente dominante, representando alrededor del 50% de la varianza (Figura 47). El
movimiento debido a este primer componente de cada sistema se presenta de forma animada
en el Video 9 (Suplemento CD-ROM) y de forma estética en la Figura 49. En todos los casos,
el primer componente principal puso de manifiesto cambios de conformacion de los dominios
L respecto a los dominios K, de tal forma que los dominios L bascularon en mayor o menor
grado, bien en paralelo con el eje longitudinal del dimero, acercandose al (y alejandose del)
dominio K proximal, bien en forma transversal a dicho eje. Estos movimientos de balanceo
fueron acompanados en algunos casos por movimientos giratorios de los dominios L. Debe
destacarse que los movimientos de los dos dominios L del mismo sistema no fueron iguales.
Por ejemplo, en el sistema hTKFC, que tiene los dos centros de union libres, el dominio L2
mostré un balanceo en la direccion del eje longitudinal de la proteina, mientras que el
dominio L1 mostré un claro balanceo transversal. La presencia de ATP modificé ligeramente
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la direccion del balanceo del dominio L2, como puede verse en la Figura 49, cambio que
puede ser especificamente importante para explicar el acercamiento del ATP al DHA en la
conformacion mostrada en la Figura 46.

No debemos terminar la presentacion de esta parte de nuestros resultados sin
mencionar que los cambios dindmicos debidos a la presencia de ligandos deben considerarse
con cierta precaucion puesto que las trayectorias recogidas en las simulaciones fueron
necesariamente bastante cortas. A este respecto, ya se menciond en el apartado anterior
(altimo parrafo) que las escalas temporales de las simulaciones y de los fendmenos asociados
a la funcioén de la enzima son muy diferentes. Un criterio para evaluar el muestreo hecho
durante una simulacién dindmica seria comprobar si se ha alcanzado la convergencia,
entendida como la adquisicién de puntos suficientes para muestrear el sistema dindmico de
forma ergddica, de tal manera que el comportamiento del sistema promediado en el tiempo
sea el mismo que el promedio de todos los estados del sistema en el espacio [163]. En la
practica, es imposible demostrar que un muestreo ha alcanzado la convergencia, pero el
analisis de dindmica esencial proporciona indicadores para detectar que la convergencia no se
ha alcanzado. A este respecto, Hess ha sugerido evaluar la similitud que tienen las
proyecciones de una trayectoria en los primeros vectores propios (componentes principales)
con la funciéon coseno [164,165]: un “alto contenido de coseno” de los componentes
principales significa que la simulacidon no ha convergido (aunque un bajo contenido de coseno
no implica que lo haya hecho). Al aplicar este criterio a los 3 sistemas estudiados, se observo
que el contenido de coseno del primer componente principal de los sistemas hTKFC,
hTKFC:2DHA:2ATP y hTKFC:FAD era 0,89, 0,90 y 0,77, respectivamente. Este alto
contenido de coseno indica que se trata de sistemas no totalmente equilibrados, como era de
esperar para sistemas con los tamafios de los simulados y para los tiempos de simulacién. No
obstante, siendo conscientes de que el muestreo de los cambios conformacionales fue
incompleto, podemos decir que los vectores propios de no-equilibrio dan informacion sobre
los efectos iniciales inducidos por la unioén de los sustratos, y como ya hemos discutido més
arriba estos efectos son diferentes para los sistemas hTKFC:2DHA:2ATP y hTKFC:FAD,
tomando como referencia hTKFC sin sustratos unidos.

Por ultimo, teniendo en cuenta lo anterior, se decidid estudiar los cambios
conformacionales de los tres sistemas por una técnica alternativa, el analisis de modos
normales, que no adolece de las mismas limitaciones.

2.2.6 El analisis de los modos normales confirma la tendencia de los dominios K a
aproximarse a los dominios L

Ademas de la dindmica esencial, considerada en el apartado anterior, el andlisis de
modos normales es uno de los principales métodos tedricos para estudiar movimientos
colectivos en proteinas [166,167,168,169]. Los puntos de partida para estos andlisis fueron los
mismos sistemas que se usaron en las simulaciones de dinamica molecular (Tabla 3; hTKFC,
hTKFC:2DHA:2ATP, hTKFC:FAD), pero sin afiadir el solvente, es decir, en vacio, y ademas
un cuarto sistema con dos moléculas de FAD (hTKFC:2FAD) (seccion 3.11 y Tabla 3)
también en ausencia de solvente. El andlisis de modos normales se hizo con el paquete
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hTKFC:FAD

Figura 49: Representacion estatica del primer vector propio o componente principal encontrado por analisis de dinamica esencial en los sistemas estudiados. Arriba,
conformacion mas abierta de los dos extremos entre los cuales varia el sistema seglin el primer componente principal (Figura 47). Centro, la misma conformacion de arriba en
forma de grafica "puercoespin”, en la que se muestra en la posicion de cada atomo una flecha que representa su movimiento individual. El movimiento colectivo representado
por el conjunto de flechas corresponde al primer vector propio. Abajo, vista superior de la misma conformacion. Los 3 sistemas se presentan con el dominio L2 a la izquierda.
En el Video 9 (Suplemento CD-ROM) se presentan de forma animada los resultados de esta figura.
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GROMACS [170,171] como se describe en la seccion 3.11. Debido a la intensa minimizacion
requerida para el andlisis de modos normales, las conformaciones minimizadas se alejaron de
las iniciales: los valores de RMSD (ver nota de pie 4 en la pagina 19) calculados para los C-a
entre el modelo inicial y el modelo minimizado fueron de 1,11, 1,50, 1,39 y 1,16 A para
hTKFC, hTKFC:2DHA:2ATP, hTKFC:FAD y hTKFC:2FAD, respectivamente. A partir de
las estructuras minimizadas, se calcularon las respectivas matrices hessianas y a partir de
estas, los vectores propios (modos normales) y los valores propios. En este tipo de andlisis,
los seis primeros modos normales se consideran triviales (comentado en la seccion 3.11). Las
estructuras minimizadas y los vectores propios no triviales de cada una de ellas permiten
visualizar los movimientos vibratorios u oscilantes. Los tres primeros modos no triviales
(NM7-NM9) se muestran en forma animada en los Videos 10-12 (Suplemento CD-ROM). En
las Figuras 50 y 51 se resumen los mismos modos en forma estatica.

La comparacion de los modos normales puede hacerse visualmente o de forma
cuantitativa. Una vez que los cuatro sistemas estudiados tienen diferente numero de 4tomos,
la comparacion directa entre los vectores propios de cada sistema no es posible. Sin embargo,
como se explica en la seccion 3.11, puede definirse una medida basada en productos internos
de vectores, que tendran un valor de uno si los vectores son idénticos y de cero si son
ortogonales. Los resultados de esta comparacion entre los modos NM7, NM8 y NM9 de los
cuatro sistemas se presentan en la Figura 52.

Los primeros modos normales no triviales (NM7) de los cuatro sistemas fueron muy
semejantes entre si. Los cuatro modos NM7 consistieron en el basculamiento de los dominios
L hacia los dominios K en una direccion paralela al eje principal de la proteina (que pasa por
los centros de masa de los dominios L1-K2-K1-L2) (Video 10; Figuras 50 y 51). Este tipo de
modo normal es parecido al definido como "flexion de bisagra" (hinge-bending) para las
estructuras que contienen dos dominios globulares unidos por una bisagra flexible [172],
aunque en hTKFC no hay una bisagra de union directa entre los dominios L y K. El parecido
entre los modos NM?7 de los cuatro sistemas se confirmé porque los productos vectoriales
internos fueron muy préoximos a uno, comprendidos entre 0,926-0,978 (Figura 52). Este modo
normal puede constituir o formar parte de un movimiento funcional, pues su prolongacion en
la direccion de los vectores propios produce un acercamiento entre los dominios L y K, como
el que se necesita para aproximar ATP y DHA en el sistema hTKFC:2DHA:2ATP.

El segundo modo normal no trivial (NM8) de hTKFC y hTKFC:2DHA:2ATP (Video
11) y el tercero (NM9) de hTKFC:FAD y hTKFC:2FAD (Video 12) fueron semejantes entre
si. Este modo consistié principalmente en un giro parcial de los dominios L sobre su eje
vertical, combinado con un pequefio basculamiento en direccion perpendicular al movimiento
de NM7 (Videos 11 y 12; Figuras 50 y 51). Este tipo de modo normal es parecido en parte al
definido como "giro" (twisting) para las estructuras que contienen dos dominios globulares
unidos por una bisagra flexible [172]. La semejanza entre los segundos modos de los sistemas
sin FAD y los terceros de los sistemas con FAD fue confirmada por sus productos internos en
el intervalo 0,733-0,971 (Figura 52). En el sistema hTKFC:2DHA:2ATP, la prolongacion de
este modo (NMS en este caso) conlleva un cierto acercamiento de los dominios L y K y
también puede formar parte de un movimiento funcional como NM?7.

El tercer modo normal no trivial (NM9) de hTKFC y hTKFC:2DHA:2ATP (Video 12)
y el segundo (NMS) de hTKFC:FAD y hTKFC:2FAD (Video 11) fueron también semejantes
entre si. Este movimiento consisti6 en el bamboleo de los dominios L, sobre un eje
aproximadamente paralelo al eje principal del dimero. Este tipo de modo normal es semejante

104



Trioquinasa/FMN ciclasa humana: modelado molecular

al definido como "bamboleo" (wobbling) para las estructuras que contienen dos dominios
globulares unidos por una bisagra flexible [172]. La semejanza entre los terceros modos de
los sistemas sin FAD y los segundos de los sistemas con FAD se confirmé matematicamente,
por sus productos internos en el intervalo 0,796-0,953 (Figura 52). En hTKFC:2DHA:2ATP,
este bamboleo no produce un acercamiento evidente de los dominios L y K. Por tanto no esta
claro que forme parte de un movimiento funcional, aunque no se puede descartar que
participe en el acercamiento entre ATP y DHA en combinacion con los otros modos.

Puede decirse que la presencia de ligandos no causé cambios drasticos en los modos
normales respecto a la proteina sin ligandos. No se puede atribuir significado al cambio entre
los modos normales 8°y 9° de los sistemas que contienen FAD respecto a los sistemas que no
lo contienen (Figura 52), pues las frecuencias asociadas a estos modos fueron muy similares
(NM8 entre 4,74-5,51 cm™; NM9 entre 5,30-5,80 cm™). En presencia de ligandos se
mantuvieron, sélo con pequenas diferencias, los movimientos fundamentales de flexion de
bisagra, giro y bamboleo observados en ausencia de ligandos. Las diferencias fueron un poco
mas visibles en el movimiento de giro. A pesar de ser simétrica la proteina dimérica, se vieron
diferencias entre los movimientos de los dominios L. Mientras que el movimiento de giro de
L2 fue similar en los cuatro sistemas estudiados, el movimiento de giro de L1 en hTKFC y
hTKFC:2FAD presentaba un ligero bamboleo en direccion opuesta a hTKFC:2DHA:2ATP y
hTKFC:FAD. Respecto a los movimientos de bamboleo, los movimientos de L1 fueron muy
similares en hTKFC, hTKFC:2DHA:2ATP y hTKFC:FAD, mientras que presentaron un
ligero movimiento de bisagra en hTKFC:2FAD. En L2, se pueden dividir los movimientos de
bamboleo en dos grupos, hTKFC y hTKFC:2DHA:2ATP por un lado, y los dos sistemas con
FAD, por otro, que se diferencian por el eje de dicho movimiento.

Diversos autores han mostrado que modos normales calculados en ausencia de
ligandos a partir de la proteina en conformacion abierta permiten obtener una conformacion
cerrada “tedrica” muy similar a la conformacién cerrada obtenida experimentalmente en
presencia de ligandos [173,174,175,176]. Para la proteina hTKFC no se dispone de una
conformacion cerrada obtenida experimentalmente y hemos intentado encontrarla
tedricamente calculando los modos normales a partir de conformaciones abiertas con y sin
ligandos. En las 4 simulaciones, los movimientos resultaron similares y estdn asociados a
movimientos de los dominios L, que muy probablemente representan movimientos
funcionales.

En resumen, dos de los tres primeros modos normales no triviales, considerados por
separado, revelaron la tendencia de los dominios L a acercarse a los dominios K en
movimientos que pueden ser parte del paso de una conformacién abierta a un conformacion
cerrada del centro activo. No obstante, ninguno de estos modos normales pudo prolongarse lo
suficiente, sin graves distorsiones de la estructura, como para llegar a confirmar por este
procedimiento que puede darse el suficiente acercamiento de ATP y DHA para que tenga
lugar la reaccion de transferencia de fosfato desde uno hasta el otro. Ademads, cabe pensar,
como ya se ha mencionado un poco mas arriba, que para observar este acercamiento en
términos de modos normales sea necesaria la combinacion de varios de ellos, por ejemplo,
NM7, NM8 y NMO en el sistema hTKFC:2DHA:2ATP. Encontrandonos ya en la parte final
de nuestro trabajo, decidimos no explorar esta combinacioén, porque era de esperar que su
coste temporal fuese elevado al tener que combinar los modos normales entre si en distintas
fases. Por otra parte, en este momento se dispone ya de una buena evidencia relativa al
acercamiento entre ATP y DHA como consecuencia de las simulaciones de dinamica
molecular (seccion 2.2.4; Fig. 46).
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hTKFC:2DHA:2ATP hTKFC:2FAD
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Figura 50: Representacion estatica de los tres primeros modos normales no triviales encontrados en los cuatro sistemas estudiados. A, B: La fila superior de cada una
de las dos partes de la figura representa las conformaciones energéticamente minimizadas, preparadas para el analisis de modos normales. En las filas inferiores se representan
en forma de graficas "puercoespin" las direcciones de movimiento de cada uno de los primeros modos normales no triviales (NM7, NM8 y NM9). La parte B presenta las
mismas imagenes de A observadas desde un punto de vista superior. En la Figura 51 se da una version simplificada de estos modos normales.
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Figura 51: Representacién simplificada de los primeros modos normales no triviales observados en los
cuatro sistemas estudiados y su comparaciéon con los modos universales de las estructuras que contienen
dos dominios globulares unidos por una bisagra flexible. A: Primer modo (NM7) en los cuatro sistemas. B:
Segundo modo (NM&8) en los sistemas hTKFC y hTKFC:2DHA:2ATP, y tercer modo (NM9) en los sistemas
hTKFC:FAD y hTKFC:2FAD. C: Tercer modo (NM9) en los sistemas hTKFC y hTKFC:2DHA:2ATP, y
segundo modo (NMS8) en los sistemas hTKFC:FAD y hTKFC:2FAD. En la Figura 50 se encuentra una
representacion detallada de estos modos en cada sistema. D: Modos universales de las estructuras que contienen
dos dominios globulares unidos por una bisagra flexible, de izquierda a derecha: flexion de bisagra (hinge-
bending), giro (twisting), bamboleo (wobbling) (reproducido de [172]).
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Figura 52: Comparacion entre los primeros modos normales de los sistemas hTKFC,
hTKFC:2DHA:2ATP, hTKFC:FAD y hTKFC:2FAD. Una vez que los cuatro sistemas tienen numero de
atomos diferente, los modos normales correspondientes (vectores) tienen diferentes dimensiones y no se puede
calcular su producto interno. Para comparar los modos normales, para cada sistema y para cada modo, se generd
un ensemble de conformaciones, a partir del cual se extrajeron solamente los atomos de la cadena principal. Se
obtienen asi “trayectorias” correspondientes a los modos principales, todas con el mismo numero de atomos.
Con estas trayectorias se hice un andlisis de dinamica esencial, de lo cual resultan valores propios y vectores
propios con la misma dimension. El producto interno de los vectores propios es uno si son iguales, y por lo tanto,
los modos normales son similares (cuadrado negro), y cero si los vectores propios son ortogonales, y luego los
modos normal son muy diferentes (cuadrado blanco).
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2.3 Resultados y discusion: experimentos de mutagénesis

Lo que se conoce de la dihidroxiacetona quinasa de C. braaki o CbDK [146,147,148]
(Figura 31) y lo que muestran los estudios de modelado molecular de la proteina hTKFC
(seccion 2.2; Figura 33) indican que la forma nativa de ésta tiene dos centros activos, cada
uno constituido con partes de los dominios K y L de distintas subunidades: L1K2 y L2K1.
Puesto que DHA vy gliceraldehido se unen al dominio K y el ATP se une al dominio L, era de
esperar que ambos dominios sean necesarios para las actividades de tipo quinasa, lo cual sin
embargo no se habia demostrado. Por otra parte, no era seguro que ocurriese lo mismo
respecto a las actividades liasa ciclante. Para dilucidar estas cuestiones y para evaluar el papel
de algunos residuos aminoacidicos en las actividades enzimaticas, se construyeron diversos
mutantes de hTKFC.

Los mutantes construidos fueron dos versiones truncadas de hTKFC, una
correspondiente al dominio K y otra al dominio L (Figura 53), asi como los mutantes
puntuales T112A, D401A, D403A, C404A, S446A y D556A. La localizacion de los residuos
mutados en la proteina hTKFC se resume en la Figura 54. Junto a los resultados obtenidos
estudiando estos mutantes construidos especificamente para esta Tesis Doctoral, también
consideraremos los resultados obtenidos con la proteina mutante H221A, construida y
estudiada en la Tesis Doctoral de Ana Couto [2].

2.3.1 La actividad quinasa requiere los dos dominios Ky L, pero el dominio L es
suficiente para la actividad liasa ciclante, aunque ésta se hace insensible a la
inhibicion por dihidroxiacetona y gliceraldehido

Los dominios K y L de la proteina hTKFC fueron construidos y expresados por
separado. En el primer caso se incluyeron los aminoacidos 1-339 y en el segundo los
aminoacidos 359-575 (Figura 53). Los 19 aminoacidos que no se incluyeron en ninguna de las
dos proteinas truncadas (340-358) corresponden al espaciador que enlaza ambos dominios en
cada subunidad de la proteina completa. No se determinaron los pesos moleculares nativos de
las proteinas truncadas, pero es de esperar que el dominio L se comporte como un monoémero,
mientras que el dominio K podria comportarse como un dimero. En la proteina hTKFC
dimérica, los dominios K de las dos subunidades interaccionan entre si de forma bastante
estrecha y podrian seguir haciéndolo de manera similar en la forma truncada, dando lugar a
dimeros de dominios K. En todo caso, era altamente improbable que ninguno de los dos
dominios K y L por separado, ya sea cada uno de ellos en forma monomérica u oligomérica,
pudiera constituir centros activos con actividad quinasa. Para confirmar esta suposicion y para
averiguar si uno de los dos dominios aislados podria tener actividad de tipo liasa ciclante, se
midieron las actividades cataliticas de los dominios K y L expresados por separado.
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Figura 53: Dominios K y L. de hTKFC construidos y expresados por separado. Los dominios K (rojo, aa 1-
339) y L (azul, aa 359-575) se presentan sobre el modelo de la proteina dimérica completa, producido por
Modeller (Figura 33.B).

Figura 54: Localizacion de los aminoacidos de hTKFC mutados puntualmente. La estructura es la misma
que fue preparada con Modeller (Figura 33.B). Cada aminoacido aparece dos veces en el dimero en el mismo
color, pero s6lo uno de ellos se ha rotulado. El aminoacido H**' fue mutado en la Tesis de Ana Couto [2],
mientras que los restantes fueron mutados en este trabajo.
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En la Figura 55 se puede ver que ni el dominio K ni el dominio L presentaron
actividades de DHA quinasa o GA quinasa en grado detectable. Respecto a la actividad liasa
ciclante, el dominio K fue también inactivo, pero no asi el dominio L, que present6 actividad
liasa ciclante sobre FAD (Figuras 55 y 56; Tabla 4) y sobre ADP-glucosa (Figura 56; Tabla 4)
en un grado significativo. Estos resultados indican que ambos dominios, K y L, son
necesarios para la catalisis de las reacciones de transferencia de fosfato, mientras que el
dominio L por si solo es suficiente para la catélisis de las reacciones liasa ciclante con valores
de ke alrededor de la mitad de los que presenta la proteina hTKFC completa (Tabla 4). No
obstante, la presencia del dominio K (en la proteina hTKFC completa), si bien tiene poco
efecto sobre la catélisis de tipo liasa ciclante, favorece claramente la union de los sustratos
FAD y ADP-glucosa, como se pone de manifiesto en unos valores de Ky que son unas 10
veces menores con la proteina hTKFC completa que con el dominio L (Tabla 4). Ello subraya
la importancia que pueden tener algunos contactos observados entre la dimetilisoaloxazina del
FAD y el dominio K (seccion 2.2.2; Figuras 36.EG, 43 y 44; Video 8). Por ultimo, es también
interesante que la actividad liasa ciclante del dominio L (separado de K) no fue inhibida
apreciablemente por DHA y s6lo muy débilmente por GA, mucho menos que la proteina
hTKFC completa (Figura 57). El conjunto de resultados obtenidos con los dominios K y L
separados concuerda con la observacion anterior de que, aunque la actividad liasa ciclante es
ligeramente inhibida por DHA y GA, tal inhibicidn tiene caracter parcial [1,2].

2.3.2 La mutacidn de residuos del dominio K afecta fuertemente a las actividades
de tipo quinasa y a las inhibiciones producidas por dihidroxiacetona y
gliceraldehido sobre la liasa ciclante pero afecta muy poco a esta actividad

Los dos residuos que se sometieron a mutagénesis puntual dentro del dominio K de la
proteina hTKFC fueron His**' [2] y Thr''". El primero de ellos se escogié por ser equivalente
(secuencial y espacialmente conservado) a la His*’ de la DHA quinasa de C. braaki,
aminodcido con el que se forma un complejo covalente de DHA o GA durante las reacciones
quinasa [146,147]. El segundo, Thr'"?, se escogié por hallarse en una posiciéon intermedia
entre las del donador y el aceptor de fosfato en las reacciones de tipo quinasa, y por
considerar en principio que tal vez la formacion de fosforil-Thr pudiera servir como
intermediario para facilitar una transferencia en la que donador y aceptor se encuentran a una
distancia demasiado grande el uno del otro [148]. No obstante, como ya se ha dicho, las
simulaciones de dindmica molecular mostraron que el residuo Thr''? puede formar un puente
de hidrégeno con el grupo amino de la adenina cuando el ATP y el DHA unidos a hTKFC se
aproximan lo suficiente para reaccionar entre si (seccion 2.2.4; Figura 46; Video 7). Asi pues,
la Thr''? puede tener un papel en la estabilizacién de dicha conformacién.

La mutacion H221A elimino las actividades DHA quinasa y GA quinasa (Figura 54),
mientras que tuvo poco efecto sobre la FMN ciclasa, pues no modificd su valor de kcy y
aument6 4 veces el valor de Ky respecto a la proteina salvaje (Tabla 4). El efecto global de la
mutacion H221A sobre la actividad liasa ciclante con ADP-glucosa como sustrato fue similar:
aunque el aumento de la Ky fue menos marcado, ello se compenso en términos de eficacia
catalitica con una pequefia disminucion de ke, (Tabla 4). En contraste con el poco efecto
sobre las actividades liasa ciclante, y de acuerdo con la pérdida de las actividades quinasa, la
mutacion H221A elimino la inhibicion de la FMN ciclasa por DHA o GA (Figura 57).
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Figura 55: Actividades enzimaticas de las formas mutantes de hTKFC. La actividad FMN ciclasa se valoro
por HPLC en las condiciones estandar descritas en la seccion 3.7.2, con FAD 100 uM y Mn®*" 6 mM. Las
actividades DHA quinasa y GA quinasa se valoraron espectrofotométricamente en las condiciones estandar
descritas en la seccion 3.7.3, con DHA o GA 500 pM, ATP 5 mM y Mg*" 10 mM. Los resultados se expresan en
forma de actividad molecular de un centro activo, como valores medios + desviacion estindar de 3-5

experimentos independientes.
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Figura 56: Saturaciéon de las actividades de tipo liasa ciclante del dominio L de hTKFC. Las actividades
liasa ciclante sobre ambos sustratos se valoraron por HPLC en las condiciones estandar descritas en la seccion
3.7.2.
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Tabla 4: Parametros cinéticos de las formas mutantes de hTKFC que presentan actividad liasa ciclante y/o quinasa detectable(s).

Reaccion (sustrato) Salvaje T112A H221A C404A S446A Dominio L
Liasa ciclante ket 5)  0,82£0,21 0,67 + 0,07 0,83 + 0,02 0,39 + 0,02 0,30 + 0,01 0,39 + 0,07
(FAD) Kt (uM) 7,042,5 10,8 + 3,4 272+5,1 522+04 6.8+2.6 793 +31.2
ke Kng (M5 11,7 x 10* 6,2x 10* 3,1x10* 0,75 x 10* 4.4 x 10* 0,49 x 10*
Liasa ciclante Keat (s'l) 1,87 £ 0,49 ne 0,75+0,13 ne ne 1,2
(ADP-glucosa) Kt (uM) 12,0+ 1,0 ne 20,0+ 5,6 ne ne 108
ke Kng (M5 15,6 x 10* ne 3,8x 10* ne ne 1,1 x 10*
DHA quinasa keat (s 5,00 + 1,55 0,51 + 0,04 nd 2,26+ 0,23 0,13+ 0,01 nd
(DHA) KuuM)  1,55+0,17 6,63 = 0,29 nd 1,91+ 0,58 0,99 + 0,32 nd
ke Kng (M's7) 321 x 10* 7,6 x 10* nd 118 x 10* 13,1 x 10* nd
DHA quinasa keat (s 4,59 + 1,21 0,50 + 0,05 nd 2,17+0,13 0,15+ 0,01 nd
(ATP) Ku(uM) — 432+79 80,6 21,7 nd 99,6+ 11,9 574 + 0,80 nd
ke Kng (M5 10,5 x 10* 0,64 x 10* nd 2,18 x 10* 2,6 x 10* nd
GA quinasa (GA) keat (s 4,83+ 1,25 0,16 + 0,01 nd 2,27+0,22 0,74 + 0,03 nd
K (uM) 18,1 +4,7 13,7+0,2 nd 16,2 + 0,67 7,1+0,6 nd
ke Kng (M5 27,5x 10* 1,2 x 10* nd 14,0 x 10* 10,4 x 10* nd
GA quinasa keat (s 3,94+ 1,25 0,16 + 0,01 nd 2,10+ 0,15 0,66 + 0,07 nd
(ATP) Ku(uM) — 62,4+8,6 85,3+ 7,7 nd 183+ 17 352454 nd
ke Kng (M5 6,3x 10* 0,19 x 10* nd 1,15 x 10* 1,9 x 10* nd

ne, no estudiado
nd, actividad no detectable
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Por su parte, la mutacion T112A, aunque no elimind las actividades de tipo quinasa,
afectd fuertemente a sus valores de k., que disminuyeron unas 10 veces en el caso de la DHA
quinasa y unas 25-30 veces en el caso de la GA quinasa. Los correspondientes valores de Ky
se vieron menos afectados, excepto un aumento de 4 veces en el valor de Ky para DHA
(Tabla 4). Asimismo, esta mutacion disminuy¢ ligeramente la inhibicion de la actividad FMN
ciclasa por DHA y GA (Figura 57), mientras que dejo casi inalterados los parametros
cinéticos de la actividad FMN ciclasa (Tabla 4).

En resumen, los efectos de la sustitucion de la His**' son coherentes con el papel de
este aminoacido como puerto de union covalente de las triosas DHA y GA que, en ausencia
de His**', no pueden participar ni como sustratos ni como inhibidores. El fuerte efecto de la
modificacion de Thr''? sobre la actividad fosforiltransferasa (no sobre los efectos inhibidores
de las triosas), es coherente con que un puente de hidrogeno de dicho aminoécido con el
grupo amino de la adenina pudiera estabilizar la conformacion en la que el ATP y el DHA
unidos a hTKFC se aproximan lo suficiente, aunque la reaccion podria tener lugar mas
lentamente en ausencia de dicho puente de hidrogeno (seccion 2.2.4; Figura 46). El nulo o
escaso efecto de ambas mutaciones sobre la catélisis de la reaccion FMN ciclasa es coherente
con la relativa irrelevancia de todo el dominio K para esta accion catalitica (pero no para la
union de FAD) (seccion 2.3.1; Tabla 4).

2.3.3 La mutacidn de residuos del dominio L afecta a las actividades quinasa y liasa
ciclante o sdlo a esta ultima, pero no afecta a las inhibiciones producidas por
dihidroxiacetona y gliceraldehido sobre la liasa ciclante

Dentro del dominio L se sometieron a mutagénesis los residuos Asp*’, Asp*®, Cys*”,
Ser**® y Asp’®. Todos ellos, excepto Cys'™ estin conservados secuencialmente y
espacialmente en la proteina hTKFC respecto a CbDK, la DHA quinasa de C. braaki. En esta
Gltima proteina, la posicion equivalente a Cys*™ estd ocupada por el residuo Thr'*® (Figura
32).

La eleccion de los aminoacidos mutados se basé en que los aminoacidos de la DHA
quinasa de C. braaki equivalentes a los residuos Asp*”', Asp*”, Ser**® y Asp”>® de hTKFC
estan implicados en interacciones importantes en la parte de centro activo que radica en el
dominio L: Asp®®-CbDK y Asp®*-CbDK (equivalentes a Asp™'-hTKFC y Asp*”-hTKFC)
estan unidos a los dos iones Mg®" que interaccionan con el grupo trifosfato del ATP; Ser™'-
CbDK (equivalente a Ser***-hTKFC) forma puentes de hidrogeno con los fosfatos B y v; y
Asp>*-CbDK (equivalente a Asp”*-hTKFC) forma puente de hidrogeno con los grupos OH
de la ribosa [146]. Por otra parte, la eleccion de Cys*™ se basé en que ocupa una posicion
equivalente a Thr'**-CbDK, donde este aminoacido no es esencial para la actividad quinasa
dependiente de ATP, y a His* en la subunidad L de las DHA quinasas dependientes de
fosfoenolpiruvato (sistema PTS), donde dicho residuo de histidina si es esencial para esa

actividad [146].

En la proteina hTKFC, las mutaciones D401A y D403 A eliminaron completamente las
actividades de tipo quinasa (igual que ocurre con las mutaciones equivalentes en la proteina
CbDK [146]) y también la actividad FMN ciclasa (Figura 55), poniendo de relieve la
importancia de los metales del centro activo para la catalisis y/o para el posicionamiento
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Figura 57: Inhibicién de la actividad FMN ciclasa de formas mutantes de hTKFC por sustratos de la
actividad quinasa. Los resultados corresponden al efecto inhibidor producido sobre la actividad FMN ciclasa
medida por HPLC, en las condiciones estandar descritas en la seccion 3.7.2, con FAD 100 uM como sustrato y
Mn*" 6 mM.
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401 403

correcto de los sustratos ATP o FAD. Es de destacar que las interacciones de Asp™ y Asp
con los iones de Mg®" se mantuvieron practicamente estables durante las trayectorias de todas
las simulaciones dindmicas con los sistemas hTKFC, hTKFC:2DHA:2ATP y hTKFC:FAD
(Videos 4-8; detalles no mostrados).

Por su parte, la mutacion D556A, que no ha sido investigada con la proteina CbDK,
también dio lugar a la inactivacion completa de la proteina hTKFC, poniendo de manifiesto
en este caso el papel esencial de los grupos 2'-OH y 3'-OH de la ribosa, posiblemente en el
posicionamiento de los sustratos ATP y FAD. La interaccién de Asp”° con uno u otro de
dichos grupos hidroxilo se mantuvo también presente durante la mayor parte de la trayectoria
de dindmica molecular de los sistemas hTKFC:2DHA:2ATP y hTKFC:FAD (Figuras 40.D y
43.C). La posible importancia de un puente de hidrogeno con el grupo 2°-OH de la ribosa se
habia indicado anteriormente, a la vista de experimentos de inhibicion de la actividad FMN
ciclasa por derivados fosforilados de adenosina y desoxiadenosina, en los que se observd que
la potencia inhibidora de dADP y dATP es mucho menor que la de ADP y ATP, asi como la
menor eficacia de dATP como donador de fosfato en la reaccion DHA quinasa comparado
conel ATP [2,128].

La mutacion S446A disminuy6 las actividades quinasa y liasa ciclante, sin llegar a
eliminarlas (Figura 55), con la particularidad de que los valores de Ky observados para la
proteina mutante fueron iguales (FAD) o menores (ATP, DHA, GA) que los obtenidos para la
enzima salvaje, y la pérdida de actividad se debi6 a la disminucion de los valores de kca. El
efecto mas fuerte se produjo sobre la actividad DHA quinasa, cuyo valor de kq, disminuyo
unas 30 veces. En el caso de la actividad GA quinasa la disminucion de k. fue de 6 veces y
en el caso de la FMN ciclasa solo de 2,7 veces (Tabla 4). Estos resultados dejan poco claro
cual puede ser el papel del hidroxilo de la Ser*® en las reacciones catalizadas por hTKEC.
Debe decirse que algunos de los modelos moleculares estudiados mostraron un puente de
hidrégeno entre el N amida de la cadena principal de Ser** y el fosfato y del ATP, y debe
destacarse que la importancia de esta interaccion no se tiene que ver necesariamente afectada
por la mutacion S446A, ya que este cambio no afecta a la cadena principal, sino sélo a la
cadena lateral.

La mutacion C404A produjo un marcado aumento del valor de Ky de FAD y un ligero
aumento del de ATP, sin modificar los de DHA y GA, asi como ligeros descensos en todos
los valores de k..t (Tabla 4). Estos resultados concuerdan con la observacion de que el residuo
Thr’® de CbDK no es esencial para la actividad quinasa de la proteina bacteriana [146] y
sugieren un papel especial de la Cys*** en la union de FAD a hTKFC.

Por ultimo, la falta de efectos de las mutaciones S446A y C404A sobre las

inhibiciones de la FMN ciclasa por las triosas DHA y GA (Figura 57) es coherente con la
localizacion de estos residuos en un dominio diferente de aquel al que se unen dichas triosas.
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3. SECCION EXPERIMENTAL

3.1 Materiales

3.1.1 Equipamiento de laboratorio

Bafios termostatizados: New Brunswick Scientific modelo G 76, Selecta modelo Unitronic
320 OR Precis-term y Selecta modelo 158 OR Precis-term

Centrifuga refrigerada de alta velocidad: Sorvall modelo RC-5B con rotor SS-34

Equipo de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC): compuesto por un cromatdgrafo
Hewlett-Packard HP-1100, provisto de un detector de diodos, y asistido por un ordenador
con el programa HP ChemStation

Equipo de electroforesis geles de agarosa: Hoefer Scientific Instruments modelo HE33-8-
1.5

Equipo de electroforesis para SDS-PAGE: Hoefer Scientific Instruments modelo SE 250
Equipo de preparacion de agua ultrapura: Barnstead, médulos Ropure ST y NANOpure
conectados en serie

Equipo de ultrasonidos: B. Braun Labsonic U

Espectrofotometros de absorcion ultravioleta-visible: Shimadzu modelos MPS-2000 y UV-
160A

Espectrofotometro de absorcidn visible: Spectronic 20 Genesys modelo 4001/4

Fuente de alimentacion para equipos de electroforesis: Amersham Biosciences modelo
EPS 601

Incubadores agitadores para cultivos bacterianos: New Brunswick Scientific modelo G24;
New Brunswick Scientific modelo C-24KC con capacidad de trabajo por debajo de la
temperatura ambiente

Incubador termostatizado: Eppendorf modelo Thermomixer Comfort, con capacidad de
trabajo por debajo de la temperatura ambiente

Medidor de pH: Crison modelo Basic 20+

Microcentrifuga: Eppendorf 5415 R

Termociclador: Bio-Rad iCycler
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3.1.2 Productos comerciales

2",3"-cAMP (2°,3"-AMP ciclico)
3°,5"-cAMP (3",5"-AMP ciclico)
Acido acético

Acido ascorbico

Acrilamida

bis-Acrilamida

ADP-ribosa

Agarosa

Ampicilina

AMP desaminasa (de Aspergillus sp.)
Arseniato sodico

ATP

Azul de bromofenol

Bacto-agar

Bacto-peptona

Bromuro de etidio

BSA (albimina de suero bovino)
tert-Butoxido potasico

cADPR (ADP-ribosa ciclica)
Cloruro de magnesio

Cloruro de manganeso

Cloruro potasico

Cloruro so6dico

Complete™, Mini, EDTA-free
Coomassie Blue

DHA (dihidroxicetona)
Dimetilsulféxido

DNA ligasa T4

DNA polimerasa PfuUltra®
DTT (ditiotreitol)

E. coli BL21 Gold

E. coli IM109

EDTA (etilén-diaminotetraacetato)
Enzima de restriccion Dpnl

Enzimas de restriccion Xhol, EcoRI1, Sall, BamHI

Extracto de levadura

FAD (flavina-adenina dinucledtido)
Fosfatasa alcalina de intestino de ternera
Fosfato sédico

Fosfodiesterasa de veneno de serpiente
GA (gliceraldehido)
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
Glicerol

Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
Glicilglicina

Glicina

GSH (glutation)

GSH-Sepharose

Heptamolibdato amonico

HIS-Select Nickel Affinity Gel
Imidazol

IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido)
Marcadores de pesos moleculares (14,4-97,4 kDa)

Metanol
NAD (nicotinamida-adenina dinucleétido)

NADH (nicotinamida-adenina dinucleétido reducido)

Persulfato amoénico
Pirofosfato de tiamina
Proteasa PreScission™
Proteasa TEV

Sigma
Sigma
Panreac
Merck
Boehringer
Sigma
Sigma
Roche
Sigma
Sigma
Panreac
Sigma
Sigma
Difco
Difco
Sigma
Roche
Aldrich
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Roche
Serva
Aldrich
Sigma
New England Biolabs
Stratagene
Sigma
Stratagene
Promega
Merck
New England Biolabs
Roche
Difco
Sigma
Roche
Merck
Boehringer
Fluka
Sigma
Merck
Roche
Merck
Merck
Sigma
Amersham
Merck
Sigma
Merck
Amersham
Bio-Rad
Romil
Boehringer (Roche)
Sigma
Sigma
Sigma
Amersham
Invitrogen
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Reactivo de Bradford Bio-Rad
D-Ribosa Merck
D-Ribosa-5-fosfato Boehringer (Roche)
SDS (dodecilsulfato sédico) Merck
Sephadex G-150 Pharmacia
TBA (bromuro de tetrabutilamonio) Merck
TEMED (N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina) Sigma
Transcetolasa (de levadura de panadero) Sigma
Triosa fosfato isomerasa Sigma
Tris (tris-hidroximetilaminometano) Roche
X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido) Roche
Xilulosa-5-fosfato Sigma

3.1.3 Purificacion de cADPR

La cADPR comercial contiene ADP-ribosa como contaminante. Para eliminarlo, se
disolvié 0,5 mg de cADPR comercial en 50 pl de Tris-HCI 50 mM (pH 7,5) y se trato esta
disolucién con 50 ng de fosfodiesterasa de veneno de serpiente y 60 ng de fosfatasa alcalina
durante 4 horas a 25°C, seguidas por una incubacion a 4°C durante una noche. Este
procedimiento convirtié la ADP-ribosa en adenosina, ribosa y fosfato, dejando intacta a la
cADPR que es resistente a la accion de las dos enzimas [41,42,71,72,73]. La cADPR se aislo,
después del tratamiento enzimatico, por HPLC (seccion 3.6, método 3), consiguiéndose una
pureza de 99,9%, estimada a partir de cromatogramas registrados a 260 nm, con una
concentracion proxima a 0,5 mM.

3.1.4 Preparacion de pRib-AMP

El compuesto pRib-AMP, empleado como estdndar para identificar el producto de
hidrolisis de cADPR por la ADPRibasa-Mn, se prepard diluyendo 1 ul de cADPR 20 mM
(comercial; no purificado) en 125 pl de dimetilsulfoxido que contenian 1 mg de fert-butdxido,
¢ incubando esta disolucion durante 60-120 min a 37°C [41]. Este tratamiento convirtio
parcialmente cADPR a pRib-AMP, al tiempo que degradaba toda la ADP-ribosa
contaminante a AMP (ensayos por HPLC; seccion 3.6, método 4). El producto deseado se
recogid purificado a la salida de la columna de HPLC.

3.1.5 Preparacion de disoluciones de DHA

Las disoluciones acuosas recientes de DHA contienen una elevada proporcién de
forma dimérica que se disocia gradualmente a la forma monomérica [177]. Por ello, una vez
preparadas, estas disoluciones se mantuvieron en el frigorifico durante 24 h antes de su uso.

3.1.6 Composicion de tampones

- Tampén de lavado 1: Tris-HC1 50 mM, pH 7,5; EDTA 1 mM; DTT 1 mM; NaCl 150 mM

- Tampén de lavado 2: Tris-HC1 50 mM, pH 7,5; NaCl 200 mM

- Tampén de lisis: Tris-HCI 20 mM, pH 7,5; EDTA 0,5 mM; DTT 1 mM; KCI 50 mM

- Tampén de proteasa TEV: Tris-HCI 50 mM, pH 8; EDTA 0,5 mM; DTT 1 mM; KCI
50 mM
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- 5x tampoén de muestra para SDS-PAGE: Tris-HCI 310 mM, pH 6,8; 100 g/l de SDS; 500
g/l de glicerol; 0,2 g/l de azul de bromofenol

- Tampdén SDS-PAGE: Tris 25 mM; glicina 192 mM; 1 g/l de SDS; sin ajustar pH

- 10x tampdén de muestra para geles de agarosa: 25 mg de azul de bromofenol disueltos en
100 ml de Tris 50 mM, pH 7,6; glicerol 60%

- Tampén TAE: Tris-acético 40 mM; EDTA 1 mM, pH 8,3

3.1.7 Plasmidos

Los plasmidos codificadores de la ADPRibasa-Mn de rata (pGEX6P3-rADPRMn) y la
hTKFC (pGEX6P3-hTKFC) ya se habian obtenido con anterioridad [1,4]. Estos dos vectores
estan basados en el plasmido pGEX-6P-3 (Amersham), que permite la expresion de la
proteina glutation S-transferasa (GST) fusionada a la proteina de interés (Figura 58.A). Las
proteinas fusion resultantes tienen, entre las dos partes, un sitio de escision para la proteasa
PreScission™ (LEVLFQ|GP, que es cortado en la posicion indicada por la flecha). La
expresion de la proteina fusion esta bajo el control del promotor tac, inducible por IPTG.

inserto

inserto

Figura 58: Plasmidos utilizados para expresar las proteinas salvajes y para los experimentos de
mutagénesis. A: Plasmido pGEX6P3-inserto, donde el inserto es ADPRibasa-Mn de rata o hTKFC. Estos
plasmidos contienen el promotor tac, inducido por IPTG, que controla la expresion de una fusion de GST con la
proteina de interés (ADPRibasa-Mn de rata o hTKFC). La proteina fusion presenta un inserto (N-ins) de algunos
aminodacidos (11 en la hTKFC; 8 en la ADPRibasa-Mn de rata) entre la GST y la proteina de interés y un sitio de
escision para la proteasa PreScission™ antes del N-ins. Estos plasmidos contienen también el gen lacl?, que
codifica el represor lac, y el gen amp’, que confiere resistencia a la ampicilina. B: Plasmido pVP16-inserto,
donde el inserto es la ADPRibasa-Mn de D. rerio. Este plasmido codifica una proteina fusiéon compuesta por un
segmento de ocho residuos de histidina (His) seguido por la proteina MBP y la ADPRibasa-Mn de D. rerio, con
un sitio de escision para la proteasa TEV entre las dos ultimas. La expresion de la proteina fusion esta bajo el
control del promotor 73, que también es inducido por IPTG. Este plasmido también expresa el represor lac (gen
lacl) y otorga resistencia a la ampicilina (gen amp”).
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El plasmido codificador de la ADPRibasa-Mn de pez cebra (pVP16-2NXF) se obtuvo
del Protein Structure Initiative Materials Repository (http://psimr.asu.edu/), donde esta
depositado con el codigo DrCD00084013. Este plasmido codifica una proteina fusion
compuesta por un segmento de ocho residuos de histidina seguido por la proteina MBP
(maltose-binding protein) y la ADPRibasa-Mn de pez cebra (PDB ID 2NXF), con un sitio de
escision para la proteasa TEV entre las dos ultimas (ENLYFQ|S, que es cortado en la
posicion indicada por la flecha). La expresion de la proteina fusion esta bajo el control del
promotor 75, que también es inducido por IPTG (Figura 58.B). La secuencia codificadora de
la ADPRibasa-Mn, en fase correcta con las etiquetas de polihistidina y MBP, se comprob6
por secuenciacion de las dos cadenas antes de usar el plasmido.

Los plasmidos codificadores de mutantes puntuales o truncados de las proteinas
ADPRibasa-Mn de pez cebra y hTKFC se prepararon en el laboratorio como se describe en
las secciones 3.2.1 y 3.2.2. Los vectores pGEX-6P-3 y pGEM-T-Easy se obtuvieron de GE
Healthcare y Promega, respectivamente.

3.1.8 Medios informaticos empleados para modelado molecular

Todos los procedimientos de modelado molecular se pusieron en practica mediante un
ordenador Apple MacPro equipado con dos procesadores Quad-Core Intel Xeon a 3,2 GHz y
con 8 GB de memoria RAM. En este ordenador se instalo el software Sun Grid Engine, 1o que
permitio gestionar las tareas de calculo muy prolongadas mediante una cola de
procesamiento. A continuacion se relaciona el principal software empleado:

Programas empleados para cadlculos prolongados, susceptibles de uso mediante la cola de
procesamiento de Sun Grid Engine

- Modeller. Usado para la construccion de modelos de proteinas por homologia y también
para la construccion de partes de proteinas (loop modelling). Disponible en
http://salilab.org/modeller.

- AutoDock. Usado para los calculos de docking de pequeiias moléculas a modelos de
proteina. Este programa tiene el codigo fuente disponible, lo que permitié modificar el
programa como se describe en la seccion 3.12. El programa original esta disponible en
http://autodock.scripps.edu.

- GROMACS. Conjunto de programas que permiten preparar, calcular y analizar
simulaciones de dinamica molecular, minimizaciones de energia y andlisis de modos
normales. El codigo fuente esta disponible en http://www.gromacs.org. El programa se
compild para funcionar con precision simple para las simulaciones de dinamica, y con
precision doble para el analisis de modos normales.

- GAMESS-US. Usado para calculos de quimica cuantica para obtener parametros de
fragmentos moleculares necesarios para algunas simulaciones de dindmica molecular. Esta
disponible en http://www.msg.ameslab.gov/gamess.
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Programas usados de forma interactiva

- ADT o AutoDockTools. Usado en la preparacion y analisis de célculos de docking. Esta
disponible en http://mgltools.scripps.edu.

- AmberTools. Conjunto de programas que fue usado para la preparacion de algunas
simulaciones de dinamica molecular en las que se usé el campo de fuerzas AMBERO3.
Incluye el programa RESP, usado para el calculo de cargas eléctricas parciales. El paquete
esta disponible en http://ambermd.org/.

- ACPYPE. Programa que permite la conversion de archivos en formato de Amber al
formato de GROMACS. Esta disponible en http://code.google.com/p/acpype/.

- DrugScore™”. Es una funcién de puntuacién para evaluar las interacciones proteina-
ligando. Esta disponible en http://pc1664.pharmazie.uni-marburg.de/.

- Fconv. Herramienta que permite extraer informacion de los resultados de docking. Estéa
disponible en http://pc1664.pharmazie.uni-marburg.de/.

- LIGPLOT. Programa que genera automaticamente diagramas esquematicos de las
interacciones proteina-ligando. Estd disponible en http://www.ebi.ac.uk/thornton-
srv/software/LIGPLOT.

- MacMolPIt. Programa usado en la preparacion de archivos para calculos en GAMESS-US.
Esta disponible en http://www.scl.ameslab.gov/MacMolPIlt/

- Marvin. Editor molecular usado en la preparacion de pequenias moléculas. Esta disponible
en http://www.chemaxon.com.

- PROCHECK. Programa para verificar la estructura de una proteina. Estd disponible en
http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/PROCHECK/

- Reduce. Programa que se usé para anadir atomos de hidrégeno a modelos moleculares de
proteinas y predecir el estado de protonacion de los residuos de proteinas ionizables. Esta
disponible en http://kinemage.biochem.duke.edu/.

- R.E.D.-IIl tools. Programa que se uso en el calculo de las cargas eléctricas en algunos
fragmentos moleculares. Aunque este programa no calcula dichas cargas, permite la
preparacion de archivos para los calculos y sirve de interfaz entre los diversos programas
necesarios. Disponible en http://qg4md-forcefieldtools.org/RED/.

- VMD. Programa usado para la visualizacion y analisis de resultados de docking y dindmica
molecular. Esta disponible en http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/.

- WHAT CHECK. Programa para verificar la estructura de una proteina. Esta disponible en
http://swift.cmbi.ru.nl/gv/whatcheck

- X-Score. Es una funcion de puntuacion para evaluar las interacciones proteina-ligando.
Esta disponible en http://sw16.im.med.umich.edu/software/xtool.

Programas usados online

- RESP ESP charge Derive Server. Equivalente online del programa R.E.D.-IIl tools
descrito arriba. A través de este servidor se usaron los programas RESP y Gaussian.
Accesible en http://qg4md-forcefieldtools.org/REDS/.

- WHAT IF. Programa de modelado molecular que se us6 para afadir &tomos de hidrégeno a
una molécula de agua particular en modelos de ADPRibasa-Mn de D. rerio. Accesible en
http://swift.cmbi.ru.nl/servers/html.
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3.2 Mutagénesis

3.2.1 Construccion de mutantes puntuales

La construccion de mutantes puntuales se hizo utilizando el procedimiento conocido como
QuikChange® (Stratagene) y los cebadores mutagénicos descritos en la Figura 59. Para la
amplificacion por PCR se emplearon como moldes los pldsmidos codificadores de las
proteinas salvajes (pGEX6P3-hTKFC y pVP16-2NXF) y la DNA polimerasa PfuUltra™
High Fidelity. Los productos obtenidos se incubaron 1 h a 37°C con la endonucleasa Dpnl,
que degrada DNA metilado (DNA molde no mutado). La mezcla de reaccion de la digestion
se aplicod en un gel de agarosa y la banda observada con el tamafio esperado se corto del gel y
se purificé con el QI4quick™ Gel Extraction Kit de Qiagen, para eliminar restos de cebadores,
enzimas, etc. El DNA obtenido se utilizo para transformar células E. coli BL21 Gold con el
siguiente protocolo: 30 min de incubacion en hielo, 45 s de choque térmico a 42°C, 2 min de
incubacion en hielo, adicion de 300 ul 6 500 pl de medio LB e incubacion durante 60 min a
37°C con agitacion, siembra en plato de agar-LB con ampicilina 0,1 mg/ml e incubacién por
la noche a 37°C. El DNA de varios clones obtenidos se extrajo utilizando el High Pure
Plasmid Isolation Kit (Roche Applied Science). La digestion de los DNAs con la enzima de
restriccion adecuada para cada caso (Figura 59) permitié identificar clones que debian
contener la mutacion deseada. Los plasmidos mutantes se secuenciaron y se utilizaron para
transformar células de E. coli BL21 Gold que se emplearon para expresar las respectivas
proteinas fusion puntualmente mutadas. Estas proteinas conservan las secuencias de escision
para proteasas descritas en la seccion 3.1.7.

3.2.2 Construccion de mutantes truncados

Los plasmidos codificadores de los dominios N- y C-terminales de la hTKFC se
obtuvieron a partir del plasmido pGEX6P3-hTKFC, codificador de la proteina hTKFC
completa. La secuencia que codifica el dominio N-terminal (aa 1-339) fue amplificada por
PCR con cebadores que incorporaban los sitios de restriccion EcoRI y Sall en los
oligonucledtidos directo (forward) e inverso (reverse), respectivamente (F-Nterm y R-Nterm;
Figura 59). El cebador R-Nterm se disefid0 para incluir un codon stop después del
correspondiente al aminoacido 339. Después de digerido con las endonucleasas EcoRI y Sall,
el fragmento de DNA que codifica el dominio N-terminal se insertd entre los sitios
correspondientes del vector pGEX-6P-3 empleando la DNA ligasa de T4, obteniéndose el
plasmido pGEX6P3-Nterm-hTKFC. Este plasmido codifica los aminoacidos 1-339 de hTKFC
precedidos por los aminoacidos LEVLFQ | GPLGSPAS (el subrayado marca la secuencia
reconocida por la proteasa PreScission y la flecha su punto de corte).

La secuencia que codifica el dominio C-terminal (aa 359-575) fue amplificada por
PCR con cebadores que incorporan los sitios de restriccion BamHI y EcoRI en los
oligonucledtidos directo (forward) e inverso (reverse), respectivamente (F-Cterm y R-Cterm;
Figura 59). El fragmento amplificado se digiri6 con las endonucleasas BamHI y EcoRlI, se
insert6 en el vector pPGEM®-T Easy empleando la DNA ligasa de T4. El plasmido obtenido,
pGEMTEasy-Cterm-hTKFC, se usé para transformar células E. coli JIM109, que se sembraron
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F-H97A

R-HO97A

F-T112A

R-T112A

F-D401A

R-D401A

F-D403A

R-D403A

F-C404A

R-C404A

F-S446A

R-S446A

F-D556A

R-D556A

F-Nterm

R-Nterm

F-Cterm

R-Cterm

Figura 59: Cebadores utilizados en este trabajo. Los cebadores F-H97A y R-H97A fueron usados en la
obtencion del mutante H97A-ADPRibasa-Mn de D. rerio. Los restantes fueron usados en la obtenciéon de las
variantes de hTKFC. Las letras F y R designan los cebadores hacia adelante (forward) y reverso (reverse),
respectivamente. En negrita se presentan los cambios de nucledtidos que se realizaron respecto a la secuencia
original codificadora de la proteina salvaje. Estos cambios producen el cambio del aminoacido deseado (en
cursiva y subrayado), o introducen un sitio de restriccion sin que conlleve cambio de aminoacido (subrayado).
Los cebadores disefiados para los mutantes puntuales incluyen un sitio de restriccion que permite comprobar qué
clones llevan también el cambio puntual de aminoacido. Los cebadores disenados para la construccion de los
dominios N- y C-terminales incluyen un sitio de restriccién que permite insertarlos en el vector que contiene los
mismos sitios de restriccion.
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GGGAATGCCGAGTTCTACAACTTCAGTCGACCATCGCTGCTCTCC
Sall
GGAGAGCAGCGATGGTCGACTGAAGTTGTAGAACTCGGCATTCCC
Sall

CTTATCGTGAAGAACTACGCTGGCGATCGTCTCAACTTCGGCCTG
Pvul
CAGGCCGAAGTTGAGACGATCGCCAGCGTAGTTCTTCACGATAAG
Pvul

CACCTGAATGCTCTAGACCGTGCTGCTGGTGCTGGCGACTGTGGC
Xbal
GCCACAGTCGCCAGCACCAGCAGCACGGTCTAGAGCATTCAGGTG
Xbal

3[

3[

3[

3[

3[

3[

GGTGACGGCGCCTGCGGCACCACCCACTCTCGAGCGGCCAGAGLC 37

Xhol

GCTCTGGCCGCTCGAGAGTGGGTGGTGCCGCAGGCGCCGTCACC 37

Xhol

CTGGTGACGGCGACGCTGGAACCACCCACTCTCGAGCGGCCAGAG
Xhol
CTCTGGCCGCTCGAGAGTGGGTGGTTCCAGCGTCGCCGTCACCAG
Xhol

CTCCTCGAGAAGATGGGAGGCGCATCTGGGGCGCTCTATGGCCTG
Xhol
CAGGCCATAGAGCGCCCCAGATGCGCCTCCCATCTTCTCGAGGAG
Xhol

CAGCACGGCTCGAGCAGCCAGCACCCGGGGCGGTGGCAGCTGLC 37
Xhol
GCAGCTGCCACCGCCCCGGGTGCTGGCTGCTCGAGCCGTGCTG 37
Xhol

CATCTCGAATTCCATGACCTCCAAGAAGCTG 3’
EcoRI

AGTAGCGTCGACTCACACGTTAGGCCAGGCTGCTGC 3'
Sall stop

CCGCATGGATCCGAGGCCCCTGATTCCACTGCTGC 3”
BamHI

TTACAGGAATTCCTAGCTCTGCAAGACCTCCAAG 3’
EcoRI
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en agar-LB con X-gal e IPTG. Se extrajo el DNA de varios clones obtenidos y se digiri6 con
las enzimas BamHI y EcoRI. El producto de digestion se insert6 ahora en el vector pGEX-
6P3, obteniéndose el plasmido pGEX6P3-Cterm-hTKFC. Este plasmido codifica los
aminoacidos 359-575 de hTKFC precedidos por los aminoacidos LEVLFQ | GPLGS (como
arriba, el subrayado marca la secuencia reconocida por la proteasa PreScission y la flecha su
punto de corte).

3.2.3 Secuenciacion de los plasmidos mutados

La correccion de todas las construcciones preparadas por mutagénesis (mutantes
puntuales y truncados) se comprobd por secuenciacion de las dos cadenas del inserto. En
todos los casos se confirmo la presencia de la mutacion deseada en ausencia de cambios
indeseados. Todas las secuenciaciones se hicieron por encargo en el Servicio de
Secuenciacion Automatica del Instituto de Investigaciones Biomédicas "Alberto Sols" (IIB),
centro mixto del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) y de la Universidad
Autonoma de Madrid (UAM), en Madrid. Las secuenciaciones se hicieron en un secuenciador
automatico ABI-Prism 377. La confirmacion de las secuencias nucleotidicas mutadas y sus
traducciones pueden encontrarse en las Figuras 60—62.

CATCACGTGTGGGGG TGCCGAGTTCTAC CTTCAGT

HI97A

Figura 60: Secuenciacion de las secuencias codificadoras del mutante puntual H97A de la ADPRibasa-Mn
de Danio rerio.
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A CTTATCGTGAAGAACTACGCTGGCGATCGTCTCAACTTC
A T112A

X

CTAGACCGTGCTGCTGGTGCTGGCGACTGTGGCACCACC

A

CGGGCTGCTGEGTGACGGCGCCTGCGGCACCACCCACTCT
D403A

GCTGCTGGTGACGGCGACGCTGGAACCACCCACTCTCOA
' ' “  CAD4A : - '

CTGGACCGGGCTGCTGGTGACGGEGACTGTG GEACCACCCACAGC CG T

Tipo salvaje
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C

CTCGAGAAGATGGGAGGCGCATCTGGGGCGCTCTATGGC

gCcAaCGCCTCGCAGCAGCCAGCACCCGGGCGGCGGTGGCCAGCTT

il

GCACGGCTGGAGLCAGCCAGALCCCCGGGGCGGTGGCEAGCT

Tipo salvaje

Figura 61: Secuenciacion de las secuencias codificadoras de los mutantes puntuales de hTKFC.
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A |ECTGAAACCACTGCAGCAGCCTGGCCTAACGTGTGA

' Dominio K stop

ll
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Ir |

ALY ‘ ||
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GCTGAAACCACTGCAGCAGCCTGGCCTAACGTGGCT

hTKFC completa

B

CTGTTCCAGGG GCCCCTGGG ATCCGAGGCCCC TG TLTTCCJ‘:CTGCTI
L . 5 | E I : > T n |
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[ | | [
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CGGGTAGCCCCTGCCGAGCCCCAGGAGGCCCCTG ATTCCACTGCT

Corte de proteasa

1 hTKFC cbmpleta
[l ,

Figura 62: Secuenciacion de las secuencias codificadoras de los dominios Ky L. de hTKFC.
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3.3 Expresion de proteinas recombinantes

En este trabajo se expresaron la ADPRibasa-Mn de rata, la proteina salvaje y el
mutante H97A de la ADPRibasa-Mn de D. rerio, asi como la proteina salvaje, los seis
mutantes puntuales y los dominios N- y C-terminales de la hTKFC. Para obtener cada una de
estas proteinas, se aislo una colonia de células E. coli BL21 transformadas con el plasmido
correspondiente y crecida sobre agar LB con 0,1 mg/ml de ampicilina. Estas colonias se
inocularon en 10 ml de medio liquido LB con 0,1 mg/ml de ampicilina (amp-LB) y se
incubaron durante una noche a 37°C. Cinco ml de los cultivos asi obtenidos fueron inoculados
en 100 ml de amp-LB, continuando su crecimiento a 30°C (ADPRibasa-Mn y sus mutantes) o
a 27°C (hTKFC y sus mutantes) hasta que el valor de la absorbancia a 600 nm lleg6 a 0,6-0,8.
En esas condiciones se afiadio IPTG a una concentracion final de 0,5 mM para una induccion
de 2 horas a la misma temperatura. Las células fueron precipitadas por centrifugacion a 9000
rpm durante 10 min a 4°C en una centrifuga Sorvall con rotor SS-34, y se resuspendieron en
10 ml de tampon de lisis (seccidon 3.1.6) que contenian ademads, disuelta, una tableta de un
coctel de inhibidores de proteasas (Complete™, libre de EDTA). En algunas ocasiones se
procesaron juntos dos cultivos de 100 ml y las células se resuspendieron en 20 ml del mismo
tampon. Las células resuspendidas se lisaron por ultrasonidos, en hielo, a 170 W con pulsos
de 0,1 segundo por segundo, durante 5 min (repetidos 3 veces a intervalos de 5 min). El lisado
obtenido se centrifugd a 15000 rpm durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se utilizé para
purificar la proteina fusién y el precipitado se resuspendié en 10 ml 6 20 ml de tampon de
lisis para fines analiticos.

3.4 Purificacion de proteinas recombinantes

La purificacion de las proteinas expresadas en E. coli sigue distintos protocolos,
dependiendo del tipo de plasmido usado, pGEX-6P-3 para la ADPRibasa de rata y las
variantes de hTKFC, y pVP16 para las proteinas de D. rerio ADPRibasa-Mn y H97A-
ADPRibasa-Mn.

3.4.1 Proteinas expresadas desde plasmidos pGEX-6P-3 como fusiones con la
etiqueta GST

Para la purificacion y obtencion de las proteinas recombinantes separadas de la
etiqueta GST, el sobrenadante del lisado bacteriano (cerca de 10-20 ml; seccion 3.3) fue
aplicado a una columna de afinidad con matriz de GSH-Sepharose (1,5 ml), previamente
equilibrada en tampon de lisis (seccion 3.1.6). La columna fue después lavada con 10-15
volimenes de tampoén de lavado 1 (seccion 3.1.6) hasta que el valor de 4,30 se hacia
despreciable. Se aplicaron entonces 40 pl de proteasa PreScission™ en 3 ml de tampon de
lavado y se detuvo la columna durante 12 h, manteniéndola a 4°C, para permitir la separacion
proteolitica de la etiqueta GST y la proteina deseada. Después de la incubacion, el producto
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especifico de la protedlisis intra-columna se eluy6 con 5 ml del mismo tampodn, recogiéndose
fracciones de 1 ml que contenian la proteina purificada, generalmente en las dos primeras
fracciones. Las proteinas recombinantes asi obtenidas se conservaron congeladas a -80°C en
alicuotas de 20-50 pl, en tubos eppendorf de baja adsorcidon de proteinas.

La columna de afinidad fue regenerada haciendo pasar sucesivamente 2-3 vol. de GSH
10 mM, 1-2 vol. de agua, 2 vol. de NaOH 0,1 M, agua nuevamente hasta que el pH volvia a
ser neutro, y finalmente 15 volimenes de tampdn de lisis para equilibrar la columna de nuevo.

3.4.2 Proteinas expresadas desde plasmidos pVP16 como fusiones con las etiquetas
polihistidina y MBP

Para la purificacion y obtencidon de estas proteinas recombinantes separadas de las
etiquetas de polihistidina y MBP, las proteinas fusion se purificaron por cromatografia de
afinidad mediante metales inmovilizados (IMAC). Veinte mililitros del sobrenadante del
lisado bacteriano (seccion 3.3) fueron aplicados a una columna con 10 ml de HIS-Select
Nickel Affinity Gel equilibrada en tampon de lavado 2 (seccion 3.1.6). La columna fue
después lavada con 10 volumenes del mismo tampon hasta que el valor Assp se hacia
despreciable. Después, la columna se eluyd con un gradiente lineal de 100 ml de 0-250 mM
de imidazol en tampdn de lavado, recogiéndose fracciones. Las fracciones que contenian la
actividad enzimatica que habia sido fuertemente retenida se juntaron (unos 24 ml) y se
concentraron hasta 1 ml por ultrafiltracion (membrana DIAFLO PM-30; Amicon). La
preparacion concentrada se diluyo 10 veces en tampon de proteasa TEV (seccion 3.1.6) y se
repitio la ultrafiltracion. A la muestra resultante (~2 ml) se afiadieron 50 pl de proteasa TEV
diluidos en 100 pl de tampdén de proteasa TEV 20x y 20 pul de DTT 100 mM, incubandose
después a 15°C durante la noche. Después, esta mezcla de incubacion se diluyo hasta 8 ml y
se aplico otra vez a la columna IMAC, que se lavo a continuacion con 5 volumenes de tampon
de lavado 2. En estas condiciones, las proteinas recombinantes quedaron ligeramente
retenidas aunque estaban desprovistas de las etiquetas poli-histidina y MBP. Para eluirlas, la
columna se lavé con un gradiente lineal de 100 ml de 0-250 mM de imidazol en tampon de
lavado. La actividad se recogidé en las primeras fracciones del gradiente, las cuales se
reunieron, y las proteinas recombinantes obtenidas de esta forma se conservaron congeladas a
-80°C en alicuotas de 20-50 pl, en tubos eppendorf de baja adsorcion de proteinas. La
obtencion de una proteina del tamafio esperado se comprobd por SDS-PAGE.

La identidad de la ADPRibasa-Mn de tipo salvaje de D. rerio se confirm6 ademas por
su huella peptidica triptica (Unidad de Protedomica, Universidad Complutense y Parque
Cientifico de Madrid, Madrid) que cubria con un alto grado de confianza un 69% de la
secuencia aminoacidica de la proteina, incluyendo un péptido N-terminal de 27 aminoacidos
que comenzaba por Ser y que confirmo el corte de la proteina fusion por la proteasa TEV.

3.4.3 Determinacion de la concentracion de proteina

Para determinar la concentracion total de proteina en las preparaciones de
ADPRibasa-Mn y hTKFC y de sus variantes se emple6 el reactivo de Bradford [178] diluido
en agua en la proporcion de 1:2. En este procedimiento se emplearon muestras de diversos
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volimenes de enzima que se diluyeron hasta un volumen de 300 upl en el tampoén de
preparacion de la enzima. A cada muestra se afiadieron 450 pl de reactivo de Bradford diluido
y se midi6 la absorbancia a 595 nm después de 20 min a temperatura ambiente. La
concentracion de proteina se determind mediante una curva patron con 10, 20, 30, 40, 50 y 60
ul de BSA 0,1 mg/ml (diluido hasta 300 pl en el tampon de la enzima).

3.5 Electroforesis en gel

3.5.1 Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Para las electroforesis de DNA se prepararon geles de agarosa al 1% en tampon TAE
(seccion 3.1.6) con 0,5 pg/ml de bromuro de etidio. Las muestras aplicadas, de 9 ul, fueron
previamente mezcladas con 1 pl de 10x tampén de muestra para geles de agarosa (seccion
3.1.6). La electroforesis se desarroll6 a 65 mA, con el gel inmerso en tampon TAE, hasta que
la migracion de las bandas fue satisfactoria.

3.5.2 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida desnaturalizantes

Se emplearon geles de 8,2 cm de anchura, 5,5 cm de altura y 0,75 mm de espesor.
Cada uno de ellos consistid en un sistema discontinuo compuesto por un gel separador
(inferior) con una altura de 4,5 cm y un gel concentrador (superior) con una altura de 1 cm.
Para preparar el gel separador se empled una disolucidon conteniendo 90 g/l de acrilamida; 2,4
g/l de bis-acrilamida; Tris-HCI 375 mM, pH 8,8; 1 g/l de SDS; 0,75 g/1 de persulfato amodnico
y 0,05% (vol./vol.) de TEMED. Para preparar el gel concentrador se empled una disolucion
que incluia 37 g/l de acrilamida; 1 g/l de bis-acrilamida; Tris-HC1 125 mM, pH 6,8; 1 g/l de
SDS; 0,75 g/l de persulfato amonico y 0,06% (vol./vol.) de TEMED. Las muestras aplicadas
en los geles contenian 4 ul de tampon de muestra para SDS-PAGE, 2 ul de DTT 1 My 14 ul
de preparacion proteica. Las muestras se incubaron 2 min a 100°C antes de aplicarlas. En los
depositos de la cubeta de electroforesis se empled tampoén para SDS-PAGE (seccion 3.1.6).
La electroforesis se realizd a 30 mA durante aproximadamente 1 h. Los geles se revelaron por
tincion con 1 g/l de Coomassie Blue en 50% (vol./vol.) de metanol y 10% (vol./vol.) de acido
acético durante 1 h, seguida de un lavado con una disoluciéon de metanol (10%) y écido
acético (10%) durante varias horas, hasta conseguir una imagen satisfactoria.

Para obtener la huella peptidica de la ADPRibasa-Mn de tipo salvaje de D. rerio la

proteina se aisld a partir de geles de SDS-PAGE preparados y tratados como los anteriores
excepto que en la disolucidn de tincion se omitid el dcido acético.
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3.6 Cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC)

En estos experimentos se emplearon columnas de Kromasil 100 (Teknokroma) de 150
mm x 4 mm, protegida por una pre-columna de 10 mm x 4 mm del mismo material. Las
muestras se introdujeron en el sistema cromatografico mediante un inyector manual preparado
para dosificar 20 pl. Los cromatogramas obtenidos fueron almacenados en soporte
informatico y analizados con el programa HP ChemStation de Hewlett-Packard. Se emplearon
distintos métodos cromatograficos dependiendo del tipo de separacion.

Método 1. Este método se empled para analizar los productos formados por la
ADPRibasa-Mn con todos los sustratos nucleotidicos estudiados excepto cADPR. En la fase
movil se usaron dos tampones de elucion: (A) fosfato de sodio 5 mM, pH 7.0,
tetrabutilamonio 20 mM y metanol a una concentracion final de 10% (vol./vol.); (B) igual al
tampon A pero con fosfato de sodio 100 mM. Antes de cada cromatografia, la columna estaba
equilibrada con tampon A. La elucidn se hizo a un flujo de 1 ml/min con un gradiente lineal
de 10 min de fosfato 5-100 mM, seguido de un lavado isocratico con tampon B. Los
cromatogramas fueron registrados a una longitud de onda de 260 nm.

Método 2. Este método se empled para analizar las mezclas de reaccion con FAD y su
conversion a cFMN. La fase movil consistio en un lavado isocratico de 4,5 min a 0,4 ml/min
con 10 mM de fosfato sddico, pH 7 y metanol a una concentracion final de 40% (vol./vol.).
Los cromatogramas fueron registrados a una longitud de onda de 430 nm.

Método 3. Este método se utilizd para la purificacion de cADPR. La columna se
equilibré en agua, y una muestra de 15 ul de cADPR tratada para degradar la ADP-ribosa
contaminante (seccion 3.1.3) se inyectod en el cromatografo, con un flujo de 0,5 ml/min de
agua y lectura de absorbancia a 260 nm y a 310 nm. La cADPR, con un tiempo de retencion
de 4 min, se recogid a la salida del cromatografo.

Método 4. Este método se empled para seguir la conversion de cADPR en pRib-AMP
por la ADPRibasa-Mn. En la fase movil se usaron dos tampones de elucion: (C) fosfato de
sodio 33,5 mM, pH 8,5, tetrabutilamonio 20 mM y metanol a una concentracion final de 10%
(vol./vol.); (D) igual al tampon C pero con fosfato de sodio 62 mM. Antes de cada
cromatografia, la columna estaba equilibrada con tampo6n C. La elucion se hizo a un flujo de 1
ml/min con un gradiente lineal de 10 min de fosfato 33,5-62 mM, seguido de un lavado
isocratico con tampon D. Los cromatogramas fueron registrados simultineamente a
longitudes de onda de 260 nm y 310 nm, aunque en algunas ocasiones el detector de diodos se
programd para registrar espectros de absorcion ultravioleta-visible completos. El uso de la
fase movil a pH 8,5 permitié la deteccion especifica de compuestos que contenian N'-
(ribosil)-adenosina (Rib-Ado), como cADPR y pRib-AMP (Figura 6), ya que a pH 8,5 (pero
no, por ejemplo, a pH 7) las disoluciones de estos compuestos presentan valores de €31
mucho mayores que los simples derivados de adenosina, como ADP-ribosa o AMP [39,40,41]
(Figura 7).

M¢étodo 5. Este método se empled para seguir la conversion de ADP-glucosa en
adenosina por la actividad liasa ciclante de la hTKFC y algunas de sus variantes, en mezclas
de reaccion suplementadas con fosfatasa alcalina para desfosforilar el producto de reaccion
AMP. La fase movil consistiéo en un lavado isocratico de 8 min a 1 ml/min con 19 mM de
fosfato sodico, pH 7,0; tetrabutilamonio 20 mM y metanol al 20% (vol./vol.). Los
cromatogramas fueron registrados a una longitud de onda de 260 nm.
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3.7 Valoraciones enzimaticas

Todos los ensayos enzimaticos se realizaron a 37°C, en condiciones en que la
actividad enzimatica medida era lineal con el tiempo de reaccion y con la cantidad de enzima.
Se incubaron y analizaron blancos con y sin sustrato y/o enzima. Una unidad de actividad
enzimatica se define como la cantidad de enzima capaz de transformar 1 pmol de sustrato/min
en las condiciones del ensayo.

3.7.1 Actividades fosfohidrolasa de la ADPRibasa-Mn

Con los sustratos sin fosfatos terminales tipo NDP-X o 2°,3’-cAMP, que no son
susceptibles de hidrolisis por la actividad fosfomonoesterasa de la fosfatasa alcalina, la
actividad de la ADPRibasa-Mn se midio valorando colorimétricamente el fosfato liberado, a
partir de los productos de reaccion, con un ensayo acoplado a la fosfatasa alcalina [4,5]. Las
reacciones estudiadas por este método eran de uno de los tipos siguientes:

NDP-X + H,O — NMP + P-X
2",3’-cAMP + H,O — 2-AMP o0 3’-AMP

Los productos de estas dos reacciones son sustratos de la fosfatasa alcalina, que libera fosfato.
En las condiciones estandar de este método, las mezclas de reaccion contenian Tris-HCI 50
mM, pH 7.5, BSA 0,1 mg/ml, MnCl, 5 mM, 500 uM de sustrato, 1,5 pg/ml de fosfatasa
alcalina (5,5 unidades/ml) y una cantidad apropiada de enzima. Cuando el experimento lo
requeria se emplearon distintas condiciones de pH, concentracion de sustrato, concentracion
de Mn?" y/o sustitucion de éste por Mg®" u otros iones, adicion de posibles inhibidores, etc.
Las mezclas se incubaron durante periodos de tiempo programados a conveniencia. La
reaccion se detenia afiadiendo un reactivo de SDS-ascorbato-molibdato (6 volumenes de
heptamolibdato aménico 3,4 mM en H,SO4 0,5 M, 1 vol. de 4cido ascorbico 570 mM y 1 vol.
de SDS 130 mM). Ademas de detener la reaccion enzimatica, este reactivo reaccionaba con el
fosfato formando un complejo coloreado, y después de 20 min a 45°C se media Aspp, para
determinar la concentracion de fosfato generado por comparacién con patrones de
concentracion conocida. La velocidad de reaccion se calculaba tomando como referencia la
estequiometria de que 1 mol de sustrato hidrolizado daba lugar a 2 mol (NDP-X) o a 1 mol de
fosfato (2°,3"-cAMP).

Para valorar la actividad fosfohidrolasa sobre ADP se omiti6 la fosfatasa alcalina en la
mezcla de reaccion, midiéndose el fosfato liberado directamente por la ADPRibasa-Mn (1
mol de fosfato por mol de ADP hidrolizado).

Para valorar la actividad fosfohidrolasa sobre cADPR (cADPR + H,O — pRib-AMP;
Figura 8), en la mayoria de los experimentos se midi6 por HPLC el consumo de cADPR y la
formacion de pRib-AMP (seccion 3.6, método 4), aunque ocasionalmente se empled también
el método acoplado a fosfatasa alcalina arriba descrito. La velocidad de reaccion se calculaba
tomando como referencia las areas de los picos (4260) correspondientes a sustrato y producto
que, en las condiciones de los analisis, presentan igual coeficiente de extincion molar.
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3.7.2 Actividades de tipo liasa ciclante

Las actividades liasa ciclante de la hTKFC y sus variantes, sobre FAD y ADP-
glucosa, correspondientes a las reacciones:

FAD — cFMN + AMP
ADP-glucosa — glucosa-1,2-fosfato ciclico + AMP

se valoraron midiendo por HPLC la conversion de FAD en cFMN o la de ADP-glucosa en
AMP.

Las mezclas de reaccion para medir la actividad FMN ciclasa contenian, ademas de
enzima, Tris-HCl 50 mM, pH 7,5; FAD 100 uM, MnCl, 6 mM y BSA 1 mg/ml. Cuando el
experimento lo requeria se emplearon distintas concentraciones de FAD, y/o se afiadieron
posibles inhibidores. Las mezclas se preincubaron durante 10 min a 37°C, antes de iniciar la
reaccion por adicion del sustrato a partir de una disolucion concentrada también preincubada
a 37°C. Se tomaron peridodicamente fracciones alicuotas de 100 ul que fueron inmediatamente
mezcladas con 20 pl de EDTA 0,2 M, incubadas en un bafio a ebullicion durante 2 min,
enfriadas en agua y hielo y centrifugadas 5 min a 11000 rpm. Los sobrenadantes se
mantuvieron congelados a -20°C hasta el momento de analizarlos por HPLC (seccion 3.6,
método 2). La velocidad de reaccion se calculaba tomando como referencia la cantidad de
cFMN formado, teniendo en cuenta las areas relativas de los picos del producto y del sustrato
que, en todos los casos y en las condiciones de los analisis, presentan igual coeficiente de
extincion molar.

La actividad liasa ciclante sobre ADP-glucosa se valoré en mezclas de reaccion
iguales que las anteriores salvo que se emple6 ADP-glucosa en lugar de FAD y que se
suplementaron con fosfatasa alcalina para convertir el producto AMP en adenosina, pues este
nucleodsido se separa mejor de la ADP-glucosa por HPLC que el propio AMP (seccion 3.6,
método 5). La velocidad de reaccion se calculaba tomando como referencia la cantidad de
adenosina formada, teniendo en cuenta las areas relativas de los picos del producto y del
sustrato, que presentan igual coeficiente de extincion molar.

3.7.3 Actividades de tipo quinasa

El procedimiento estdndar para valorar la actividad DHA quinasa de hTKFC y de sus
variantes consistioé en un ensayo acoplado a la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa como enzima
auxiliar indicadora. En esta secuencia de reaccion, por cada mol de DHA fosforilado, se oxida
un 1moll de NADH a NAD, lo que ocasiona una disminucion del valor de As4 (¢ = 6220
M cm™):

DHA + ATP — DHAP + ADP
DHAP + NADH— glicerol-3-fosfato + NAD
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Siguiendo este procedimiento, y dependiendo de las circunstancias de cada experimento, se
emplearon mezclas de reaccion de diferente composicion. Las mezclas de reaccion estandar
(vol. 0,6 ml) contenian Tris-HCl 100 mM, pH 7,5; NADH 0,18 mM, MgCl, 10 mM, DHA 0,5
mM, ATP 5 mM, 2,8 U/ml de glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, BSA 0,1 mg/ml y la
cantidad adecuada de hTKFC o una de sus variantes. La reaccion era iniciada por adicion de
DHA, registrandose antes y después la absorbancia a 340 nm (A340) para calcular la velocidad
de reaccion a partir de la pendiente lineal negativa registrada. Cuando el experimento lo
requeria se emplearon distintas concentraciones de sustrato, y/o ATP y se afiadieron posibles
inhibidores.

El método estandar para la valoracion de la actividad GA quinasa de hTKFC y sus
variantes consistio en un ensayo acoplado a las enzimas triosa fosfato isomerasa y glicerol 3-
fosfato deshidrogenasa, utilizadas como enzimas auxiliares. En esta secuencia de reaccion,
por cada mol de GA fosforilado, se oxida un mol de NADH a NAD, lo que ocasiona una
disminucién del valor de 4349 (€ = 6220 M'lcm'l):

GA + ATP — GAP + ADP
GAP — DHAP
DHAP + NADH — glicerol-3-fosfato + NAD

El procedimiento es similar al usado para valorar la actividad DHA quinasa, salvo por la
inclusion de la triosa fosfato isomerasa que cataliza la reaccion intermedia. Las mezclas de
reaccion estandar (volumen 0,6 ml) contenian Tris-HCI 100 mM, pH 7,5; NADH 0,18 mM,
MgCl, 10 mM, GA 0,5 mM, ATP 5 mM, 2,8 U/ml de glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, 15
U/ml triosa fosfato isomerasa, BSA 0,1 mg/ml y la cantidad adecuada de hTKFC o una de sus
variantes. La reaccion era iniciada por adicion de GA, registrandose antes y después 434 para
calcular la velocidad de reaccion a partir de la pendiente lineal negativa registrada. Cuando el
experimento lo requeria se emplearon distintas concentraciones de sustrato, y/o ATP y se
afnadieron posibles inhibidores.

No obstante, el procedimiento de ensayo anterior, acoplado a triosa fosfato isomerasa
y glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, no es valido para estudiar la inhibicién de la actividad
GA quinasa por DHA, pues ambos compuestos reaccionan como sustratos con la DHA
quinasa y los dos productos de fosforilacion, GAP y DHAP, darian lugar a consumo de
NADH. Por ello, para este tipo de experimentos se empled un método de ensayo distinto en el
que solo la actividad GA quinasa da una sefial medible. Este método consiste en el
acoplamiento de la actividad GA quinasa, productora de GAP, a la reaccidon catalizada por la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa en presencia de arseniato (en lugar de fosfato):

GAP + NAD + arseniato — 1-arseno-3-fosfoglicerato + NADH
1-arseno-3-fosfoglicerato + H,O — 3-fosfoglicerato + arseniato

En esta secuencia de reaccion, por cada mol de GA fosforilado, se reduce un mol de NAD a
NADH enzimaticamente, lo que ocasiona un aumento del valor de As4 (¢ = 6220 M'lcm'l).
La hidrodlisis del 1-arseno-3-fosfoglicerato es una reaccion no enzimatica que tiene lugar
répidamente y que garantiza la irreversibilidad de la secuencia de reaccion [179]. En este
procedimiento, las mezclas de reaccion contenian Tris-HC1 100 mM, pH 7,5; NAD 0,5 mM,
MgCl, 10 mM, GA 0,5 mM, ATP 5 mM, arseniato sodico 5 mM, 4,5 U/ml de gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa, BSA 0,1 mg/ml y la cantidad adecuada de hTKFC o una de sus
variantes. La reaccion de la hTKFC en este sistema era iniciada por la adicion de ATP,
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registrandose antes y después As40. La pendiente lineal positiva registrada se uso6 para calcular
la velocidad inicial de reaccion. Obsérvese que, siguiendo este procedimiento, aunque hTKFC
genere DHAP por fosforilacion de DHA, esta reaccidon no es detectada por el sistema auxiliar.

3.7.4 Valoraciones enzimaticas de AMP y p-ribosa-5-fosfato

Estos dos compuestos se forman por hidrolisis de pRib-AMP, y se valoraron para
demostrar la formacion de éste por la accion de ADPRibasa-Mn sobre cADPR (seccion
1.2.3).

El AMP se valor6 con AMP desaminasa en un ensayo a punto final. Las muestras a
analizar se incluyeron en mezclas de reacciéon de un volumen final de 0,6 ml que contenian
ademas citrato sodico 10 mM, pH 6,5, y KCI 33 mM. Se registro la linea base de absorbancia
a 265 nm y la valoracion se inicio por adicion de 1 pul de AMP desaminasa recién preparada
(100 mg/ml en KCI 1 M) y se registro el descenso de 4,65 concomitante con la conversion de
AMP en IMP (¢ = 8100 M'cm™) segtin la reaccion

AMP + H,O — IMP + NH;

hasta que se alcanzo una nueva linea base. El aumento de Ajss debido a la enzima se
determin6 mediante una segunda adicion. La diferencia de 4,65 entre las lineas base anterior y
posterior a la primera adicion de AMP desaminasa, corregida con la diferencia debida a la
segunda, se empled para calcular la concentracion de AMP.

La D-ribosa-5-fosfato se valor6 mediante un ensayo cinético de su reaccion con D-
xilulosa-5-fosfato 35 pM, catalizada por la transcetolasa. Las muestras a analizar se
incluyeron en mezclas de reaccion de 0,6 ml que contenian ademas: glicilglicina 25 mM, pH
7,3, MgCl, 5 mM, pirofosfato de tiamina 0,22 mM, arseniato sédico 5 mM, NAD 1 mM, 0,1
mg/ml de BSA, 5 pg/ml de transcetolasa (disuelta en glicilglicina 250 mM, pH 7,3) y 60 mU
de D-gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (previamente valorada en estas condiciones con
D-gliceraldehido-3-fosfato 80 uM como sustrato). La transcetolasa forma un mol de GAP por
mol de D-xilulosa-5-fosfato, ya sea por reaccion monosustrato o bisustrato con D-ribosa-5-
fosfato [180,181]

ribosa-5-P + xilulosa-5-P — GAP + sedoheptulosa-7-P
2 xilulosa-5-P — 2 GAP + eritrulosa

En el ensayo, la formacion de GAP estaba acoplada a su oxidacioén dependiente de arseniato y
NAD, catalizada irreversiblemente por la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (ver
seccion 3.7.3). En las condiciones descritas, la velocidad inicial de reduccion de NAD, puesta
en marcha por adicion de D-xilulosa-5-fosfato y registrada por el aumento de absorbancia a
340 nm (¢ = 6220 M'cm™) se relacionaba linealmente con la concentracién de D-ribosa-5-
fosfato (hasta 25 uM) presente en la mezcla de reaccion. Por lo tanto, la concentracion de D-
ribosa-5-fosfato se valoré empleando volumenes de muestra que debian dar, en la mezcla de
reaccion, concentraciones de analito dentro de los limites de respuesta lineal del sistema. Las
medidas se hicieron siempre frente a una grafica de calibrado obtenida en la misma sesion de
trabajo con concentraciones estdndar de D-ribosa-5-fosfato 0-25 uM. Se comprobd que, en
este sistema, la D-ribosa no reaccionaba, pues la adicion de este aztcar a mezclas de reaccion
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sin D-ribosa-5-fosfato, hasta una concentracion de 1 mM, no cambi6 la pendiente registrada a
340 nm en presencia de xilulosa-5-fosfato.

Todas las muestras y estandares se ensayaron en duplicado en cada experimento. La
preparacion de las muestras para los ensayos de AMP y D-ribosa-5-fosfato llevaba consigo su
incubacion durante 15 min en un bafio de agua hirviendo, por lo tanto se evaluo la
recuperacion de dichos compuestos después de aplicar el tratamiento a estandares de
concentracion conocida, encontrandose que se recuperaba 101 = 1% de AMP, pero sélo 63 +
2% de D-ribosa-5-fosfato (n = 3). Asi pues, las cifras de D-ribosa-5-fosfato obtenidas en el
ensayo cinético fueron corregidas teniendo en cuenta el porcentaje de recuperacion.

3.8 Preparacion de modelos moleculares de proteinas

Los modelos tridimensionales de proteinas pueden tener origen experimental o tedrico.
Las estructuras de origen experimental, mayoritariamente obtenidas por cristalografia de
rayos X, suelen estar disponibles en el Protein Data Bank (http://www.rcsb.org; [182]). Las
estructuras de origen tedrico son generalmente obtenidas por modelado por homologia y
pueden encontrarse en bases de datos tales como SWISS-MODEL Repository [52] o ModBase
[150]. En esta Tesis hemos partido, para diversos propdsitos, de estructuras experimentales y
tedricas obtenidas de bases de datos. Todas ellas presentaban algunas anomalias o estaban
incompletas, y parte de nuestro trabajo se dedico a corregirlas o completarlas en diverso grado
empleando técnicas de modelado, en la mayor parte de los casos por homologia, pero en otros
por modelado de novo. Para estas tareas se empled el programa Modeller (version 9.5) [44],
ya que en un estudio comparativo de distintos programas de modelado por homologia, este
programa resultd ser uno de los mas efectivos [183]. En todas las preparaciones de modelos,
se instruyd a Modeller para que generara 200-500 estructuras posibles y se selecciond la
mejor, empleando para ello la funcion de evaluacion DOPE (Discrete Optimized Protein
Energy) [184], salvo que se indique otra cosa. Puesto que Modeller crea estructuras sin
atomos de hidrégeno, éstos fueron afiadidos posteriormente con el programa Reduce [185]
para obtener modelos completos (all-atom). Con el mismo programa se determind el estado
de protonacion mas probable de los residuos de histidina, al mismo tiempo que todos los
residuos de aspartato, glutamato, lisina y arginina fueron considerados como ionizados.

En todos los casos, la forma estandar de representar las estructuras de partida y las
obtenidas por modelado fueron archivos en formato PDB, que contienen, entre otras cosas, la
identificacion de todos los 4&tomos y sus coordenadas cartesianas. La herramienta empleada en
general para visualizar estos archivo PDB como modelos moleculares fue el programa VMD
[38]. Para los experimentos de docking con el programa AutoDock (seccion 3.9), en lugar de
emplear archivos PDB, fue necesario usar archivos en formato PDBQT que contienen
ademas, para cada atomo, su carga eléctrica parcial y su clasificacion por tipos segiin un
codigo alfabético, datos que AutoDock necesita. La obtencion de archivos PDBQT a partir de
archivos PDB se hizo con la ayuda de ADT [186], programa que hace los célculos necesarios.
En sentido inverso, los resultados de simulaciones de docking obtenidos en forma de archivos
PDBQT fueron finalmente convertidos a ficheros PDB, que es el formato usado mas
frecuentemente.
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3.8.1 Preparacion de un modelo de la ADPRibasa-Mn de rata

Con la ADPRibasa-Mn de rata se realizaron simulaciones de union de ligandos y de
dinadmica molecular. Para estos fines, preparamos un modelo de esta proteina partiendo de un
modelo teorico disponible en SWISS-MODEL Repository con el codigo de acceso Q5SM8E86,
que fue modificado por nosotros para los propdsitos mencionados. Dicho modelo tedrico esta
basado en la estructura cristalina de la proteina ortdloga del pez cebra, Danio rerio (PDB ID
2NXF), determinada por difraccion de rayos X [35,90]. La proteina 2NXF, usada como
molde, tiene 322 residuos, pero ocho de ellos faltan en el archivo PDB por no haber sido
resueltos en el anélisis cristalografico: dos son residuos N-terminales, Ser' y Glu?, y seis (117-
122) estan en un lazo que precede a la segunda hoja 3 (seccién 3.8.2). En cambio, en el
modelo teorico de la ADPRibasa-Mn de rata (Q5M886), dicho lazo esta presente, siendo
incluso mayor que en la proteina molde. Aunque en la base de datos no se encuentra
informacion especifica sobre este aspecto, suponemos que dicho lazo debe haber sido
modelado de novo por los autores de la estructura tedrica [52]. Sin embargo, debe decirse que
la proteina de rata es algo mayor que el molde (337 frente a 322 aminoacidos) y en el modelo
teorico de la primera faltaban los 14 primeros y los 3 altimos'® aminoacidos. Ademas, es
también importante que la estructura cristalina de la ADPRibasa-Mn de D. rerio contiene
cuatro iones Zn’', dos de ellos en un centro dimetalico tipico del sitio activo de las
metalofosfoesterasas (seccion 3.8.2), pero ninguno de ellos estaba incluido en el modelo
tedrico de la proteina de rata.

Al preparar el modelo de la ADPRibasa-Mn de rata para los experimentos de docking,
se considerd que la ausencia de los 14 aminodcidos N-terminales y los 2 aminoacidos C-
terminales, no tendria que ser un problema, pues dichos residuos deben de estar alejados del
centro activo. Por otra parte, puesto que existe una excelente similitud entre las proteinas de
pez cebra y de rata respecto a los residuos localizados a una distancia de hasta 5 A de los
iones Zn*" (rmsd = 0,082 A), las coordenadas de los metales en la estructura cristalina se
usaron para afiadir los dos iones del centro dimetalico a la estructura teérica de la proteina de
rata. No se afadieron, sin embargo, los otros dos iones caracterizados por una baja ocupacion
en los cristales de la ADPRibasa-Mn de D. rerio. El programa Reduce se us6 para anadir
atomos de H a la ADPRibasa-Mn de rata y determinar el estado de protonacion de los
residuos de histidina y otros aminoacidos. El anillo imidazol de la histidina fue protonado en
el N1 para las histidinas His’', His"', His"", His**', His®®® y His*”, en el Ne2 para las
histidinas His*’, His'®®, His'®, His'"', His*"®, His*®® y His’"*, y en los dos sitios para His'*® y
His’®. El programa ADT [186] se usé para afiadir cargas parciales de Kollman y para
"fusionar" los atomos de hidrogeno no polares con sus atomos de carbono y asi obtener un
modelo united-atom con hidrogenos polares, lo cual es un requisito del programa AutoDock
[36]. El archivo de tipo PDBQT producido por el programa ADT fue editado manualmente
para asignarle cargas a los iones Zn”". El modelo de la ADPRibasa-Mn de rata asi obtenido se
empled para los experimentos de docking (Figura 4.A).

Para los experimentos de dindmica molecular, el modelo preparado como se describe
en el parrafo anterior, se refin6 adicionalmente. La diferencia mas importante respecto a lo
anterior, es que los 16 aminoacidos terminales fueron afiadidos por modelado de novo
(seccion 3.10.1).

19 Al modelo mas reciente que hay actualmente en la base de datos con el mismo codigo de acceso le faltan en el
extremo C-terminal solamente dos aminoacidos.
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3.8.2 Preparacion de un modelo de la ADPRibasa-Mn de D. rerio

La estructura de la proteina de D. rerio fue determinada originalmente por
cristalografia de rayos X con una resolucion de 1,7 A y estd depositada en el Protein Data
Bank con el codigo 2NXF [35,90]. La proteina cristalizada tenia las metioninas sustituidas por
selenometioninas. La proteina tiene 322 residuos, pero ocho de ellos no estan resueltos
estructuralmente: dos son residuos N-terminales, Ser' y Glu?, y seis (117-122) estan en un
lazo que precede la segunda hoja P, todos ellos lejos del centro activo. La proteina presenta
cuatro metales, identificados en el archivo PDB como zinc. Dos de ellos estan en el sitio
activo y tienen una ocupacion de 0,80, mientras que los otros dos estan localizados cerca de la
hélice 7 (residuos 161-175) y tienen una ocupacion mucho menor (0,20 y 0,10). Ademas de
aguas de cristalizacion, el modelo presenta un i6n fosfato, que coordina en puente a los dos
metales del centro activo, y una molécula de etanol situada lejos del centro activo.

Para obtener un modelo estructural de la ADPRibasa-Mn de D. rerio adecuado para
los estudios computacionales de union de ligandos, se llevaron a cabo diversas
modificaciones de la estructura depositada con PDB ID 2NXF. De forma manual, se
eliminaron todas las aguas de cristalizacion del archivo PDB descargado, excepto una de ellas
que liga los dos iones metalicos del centro activo, y que estd identificada en el archivo PDB
como el residuo #844. Ademas se sustituyeron las selenometioninas por metioninas,
cambiando para ello los atomos de Se por S. Empleando el programa Modeller, se afiadieron
los ocho residuos aminoacidicos que no habian sido resueltos cristalograficamente (ver
arriba). Para ello, se generaron con Modeller 500 conformaciones y se selecciond la mejor
segun la funcion DOPE [184]. Sobre el modelo resultante, se optimizaron con el mismo
programa Modeller las conformaciones de las metioninas, generandose para ello 250 modelos
distintos y seleccionando de nuevo el mejor segun DOPE. Esta tltima optimizacién consistio
basicamente en refinar algunas longitudes y dngulos de enlace de los atomos S afiadidos en
sustituciéon de Se. Los atomos de H fueron afiadidos con Reduce. Las histidinas His®, His91,
His'®, His'™, His?®, His** y His**’ quedaron con el anillo imidazol protonado en el N§1,
mientras que las histidinas His92, His97, His'*, His”(’, Hism, His*?, His*® , Hiszgo, His** y
His*** quedaron protonadas en el Ne2. Solamente la His*® fue protonada en los dos
nitrogenos del anillo imidazol. El programa WHAT IF (http://swift.cmbi.ru.nl/servers/html) se
empled para afiadir los 4&tomos de hidrogeno de la unica molécula de agua de cristalizacion
conservada (ver arriba). Finalmente, se eliminaron los dos iones zinc que no forman parte del
centro dimetalico (ver arriba), teniendo en cuenta que su grado de ocupacién en los cristales
es muy bajo. Finalmente, el modelo de la proteina de D. rerio fue preparado para los
experimentos de docking con el programa ADT'y se definieron los parametros de los iones de
zinc de la misma forma que se habia hecho con la proteina de rata (seccion 3.8.1).

También se construyeron algunos modelos alternativos de la ADPRibasa-Mn de D.
rerio. Por una parte, se prepararon modelos sustituyendo el agua #844 por un ion OH’, por
sustraccion de uno u otro atomo de H. Para estos modelos, las cargas parciales atribuidas a
OH" se tomaron de la literatura [187]. Por otra parte, se construyé un modelo de la
ADPRibasa-Mn sin la molécula de agua #844, siguiendo los mismos pasos que se emplearon
para construir el modelo que contiene dicha molécula de agua.
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3.8.3 Preparacion de modelos de la DHA quinasa de Citrobacter braaki

Para el modelado de la proteina hTKFC en forma dimérica, unida a los sustratos ATP
y DHA, asi como a los iones Mg®', se disponia de estructuras de la DHA quinasa de
Citrobacter braaki (CbDK) determinadas por cristalografia de rayos X en ausencia de
ligandos (PDB ID 1UNS) y en presencia de DHA, Mg”" y AMPPNP, un analogo de ATP
(PDB ID 1UN9) [146]. CbDK es un buen molde para hTKFC porque ambas proteinas
presentan un 40% de identidad. No obstante, las estructuras 1UN8 y 1UN9 presentaban
diversos problemas que se prefirid resolver antes de emplearlas como moldes para elaborar
estructuras teodricas de hTKFC.

A la estructura 1UNS le faltaban, en las dos cadenas del dimero, los residuos 518-525
(correspondientes a un loop), y 551-552 (extremo C-terminal), asi como algunos adtomos en
las cadenas laterales de Met' y Arg™®. Los segmentos de 8 residuos, asi como los otros
aminoacidos defectuosos, fueron afadidos o corregidos manualmente en la secuencia y su
conformacion fue generada de novo mediante las rutinas de loop modelling del programa
Modeller. Es conocido que este programa es capaz de generar la conformacion correcta en un
80% de los casos de loops con 8 residuos. El modelo final se seleccion6 entre 500
conformaciones posibles generadas por Modeller. El archivo PDB resultante se encuentra en
el suplemento CD-ROM con la ID 1UNS8-c.pdb.

A la estructura 1UNO le faltaban, también en las dos cadenas, los residuos 516-528 y
551-552, mientras que los residuos 1 y 538 aparecian identificados como alaninas, cuando,
segun la secuencia de la proteina analizada, deberian ser, respectivamente, metionina y
arginina. Las rutinas de loop modelling de Modeller se usaron en un primer paso para anadir
los residuos C-terminales y corregir los residuos Met' y Arg>*®. De la estructura resultante, se
obtuvieron 500 conformaciones y se selecciond la mejor. Los loops grandes no se
construyeron de novo con Modeller, pues el porcentaje de éxito de este programa disminuye
répidamente para loops de mas de 8 residuos [188]. En su lugar, estos loops se construyeron
por modelado por homologia con el propio programa Modeller, usando como molde la
estructura de 1UNS8-c.pdb (ver arriba), y manteniendo invariable el resto de la estructura de
1UNO. Finalmente, en la estructura resultante se sustituyé el ligando AMPPNP por ATP,
simplemente por cambio del &tomo de N por un atomo de O. El archivo PDB resultante se
encuentra en el suplemento CD-ROM con la ID 1UN9-c.pdb.

3.8.4 Preparacion de un modelo dimérico de hTKFC

Este modelo se empled para estudios de docking, dindmica molecular y modos
normales. Su construccion se hizo usando Modeller y aplicando técnicas de modelado por
homologia con los modelos descritos en la seccion 3.8.3. Los detalles se describen en la
seccion 2.2.1, como uno de los resultados importantes de la Tesis Doctoral en el que se
obtuvo un modelo dimérico con ATP y DHA unidos (archivo hTKFC.pdb, suplemento CD-
ROM; Figura 33.B). Ademas, para construir este modelo fue necesario hacer previamente una
parametrizacion del radical trihidroxiprop-2-ilo (seccion 3.14.1), que aparece unido a los
residuos His**' del dimero hTKFC como consecuencia de la reaccion con DHA.

Para los experimentos de docking, del archivo PDB resultante del proceso anterior, se
eliminaron manualmente DHA y ATP, y a continuacion se aplico el programa Reduce para
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anadir los atomos de H y determinar la ionizacién de los residuos de histidina. En la cadena
A, los residuos His”, His® , His*?! e His*® quedaron con el anillo imidazol protonado en el
Nol; His34, His”, Hism, Hi5244, His* e His™! quedaron protonadas en el Ne2. En la cadena
B, los residuos His”, His® , Hisl(’l, His*! e His** quedaron con el anillo imidazol protonado
en el Nol; His34, His”, His® 3, His**! e His*® quedaron protonadas en el Ne2. Finalmente, el
archivo se proces6 con el programa ADT de la misma forma que se habia hecho con la
ADPRibasa-Mn de rata (seccion 3.8.1) y se asignaron cargas 2+ a los iones de magnesio. El
archivo obtenido, guardado en formato PDBQT, es el que se empled para los experimentos de
docking (seccion 3.9).

Para los experimentos de dinamica y modos normales, el modelo de hTKFC (archivo
hTKFC.pdb, suplemento CD-ROM; Figura 33.B) se proceso6 adicionalmente como se describe
en las secciones 3.10.2 y 3.11.

3.9 Simulacidén de union de ligandos a modelos proteicos

El docking es un método en el cual se intenta predecir la estructura de un complejo
intermolecular. Este procedimiento se desarrollé con AutoDock 4.0 [36,189], que consiste en
dos programas principales: AutoGrid y AutoDock. El programa AutoGrid hace un calculo
previo de las energias de interaccion de cada uno de los tipos de atomos del ligando con la
estructura del receptor (en este trabajo una proteina), dando lugar a una malla tridimensional
(grid map) de interaccion de cada tipo de atomo del ligando con la proteina completa o, si es
posible predecir un sitio de union del ligando, sélo con una regidon proteica definida.
AutoDock calcula el acoplamiento del ligando a las mallas tridimensionales definidas.

A partir de los modelos de la ADPRibasa-Mn de rata y de pez cebra obtenidos en las
secciones 3.8.1 y 3.8.2 (archivos PDBQT), el programa AutoGrid se usé para construir mallas
tridimensionales de 33,8 x 29,2 x 29,2 A (con un espaciamiento de los elementos de dichas
mallas de 0,375 A), delimitando la region donde después se hizo la busqueda del modo de
union de los ligandos y que incluia el centro activo de la proteina.

El modelo dimérico de hTKFC preparado como se ha descrito en la seccion 3.8.4
(archivo PDBQT), se us6é para construir con AutoGrid dos conjuntos de mallas
tridimensionales, de dimensiones 35,2 x 35,2 x 33,8 A cada uno (espaciamiento de los
elementos, 0,375 A), centrados en cada uno de los dos centros activos de la enzima.

AutoDock 4.0 crea un gran nimero de estructuras posibles, y para ello ofrece cuatro
métodos: simulated annealing o "recocido" simulado, busqueda local, algoritmo genético
tradicional y algoritmo genético lamarckiano, siendo este ultimo una combinacién del
algoritmo genético tradicional con la busqueda local. El algoritmo genético lamarckiano es
considerado el mas eficiente [36] y es el que hemos usado. Los ligandos fueron preparados
como se describe en la Seccion 3.12.1. Para cada experimento de docking, al programa
AutoDock se le proporcionaron los archivos correspondientes a las mallas tridimensionales
definidas con AutoGrid, al ligando en estudio, y a los parametros necesarios para instruir a
AutoDock sobre las condiciones del experimento. Para llegar a obtener una posicion plausible
del ligando en estudio (pose o postura), empleando el algoritmo genético lamarckiano se
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generaron aleatoriamente poblaciones de conformaciones de dicho ligando (tipicamente 150
para las ADPRibasa-Mn y 300 para hTKFC) dentro del espacio definido por las mallas
creadas con AutoGrid para delimitar el centro activo. La aptitud de cada conformacion
resultante para el entorno proteico se determind mediante calculos de energias de interaccion.
Estos calculos se hicieron con un campo de fuerzas de energia libre, semi-empirico, que
combina los tradicionales campos de fuerzas de la mecanica molecular con pesos empiricos
y/o funciones empiricas [189]. El proceso de seleccion del algoritmo genético lamarckiano
elimina las conformaciones peor adaptadas (energias altas), y "reproduce" preferentemente las
mejor adaptadas (energias bajas), que se transmiten a la generacion siguiente. Después, de
manera aleatoria, se permitid que el 80% de las conformaciones intercambiaran "genes"
(posiciones, orientaciones y/o torsiones) y que el 2% sufrieran modificaciones de sus "genes"
("mutaciones"). Ademas, se permitido el paso de la mejor conformacion a la generacion
siguiente sin sufrir cambios ("elitismo"). Una fraccion (6%) de la poblacion de
conformaciones resultante se sometid entonces a la busqueda local, consistente en 300
iteraciones de minimizacion de energia [190]. Este proceso generacional se repitié miles de
veces, interrumpiéndose al llegar a 27000 (ADPRibasa-Mn) o 100000 (hTKFC) generaciones,
o al haber realizado 50 x 10° (ADPRibasa-Mn) o 100 x 10° valoraciones de energia (h\TKFC).
Al final de este proceso, se conservo unicamente la mejor conformacion del ligando.

Para llegar a obtener el nimero de poses deseado para un ligando determinado, se
repitio todo el proceso descrito en el parrafo anterior tantas veces como fue necesario. Como
resultado, AutoDock daba lugar a un tnico archivo para cada experimento de docking, del
cual se podian extraer los datos relativos a las conformaciones y las energias de interaccion de
los ligandos. El resultado final de un experimento se obtuvo por eleccion de una o varias
poses siguiendo criterios que se explican junto a los resultados (secciones 1.2.1 y 1.2.2 para
ADPRibasa-Mn; seccion 2.2.2 para hTKFC). En las simulaciones de unién de cADPR a la
ADPRibasa-Mn, se descartaron las poses en las que, como resultado del procedimiento
especial seguido para modelar el ligando (seccion 3.12.1), la quiralidad resultante del C4 de la
N'-ribosa era incorrecta.

3.10 Simulaciones de dinamica molecular

Las simulaciones de dindmica molecular constituyen una de las principales
herramientas para el estudio tedrico de proteinas [191,192]. Durante la dinamica se generan
sucesivos fotogramas de un sistema mediante la integracion de las leyes del movimiento de
Newton. El resultado de una simulacion de dindmica molecular es una trayectoria que
especifica como varian con el tiempo las posiciones de los atomos del sistema. Esto aporta
informacion detallada sobre posibles fluctuaciones y cambios conformacionales, que pueden
predecir cambios conformacionales reales.

En términos generales, el punto de partida de una simulacion de dindmica molecular
es un fotograma del sistema energéticamente minimizado, en la cual los &tomos estan
identificados por sus coordenadas cartesianas y tienen asignadas velocidades nulas. Para
empezar, se asigna al azar un vector velocidad a cada 4&tomo. A continuacion, la fuerza total
en un atomo dado, en el tiempo t, es calculada como un vector-suma de las interacciones entre
el a&tomo y los 4&tomos vecinos. A partir de la fuerza en cada atomo se puede calcular el vector
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aceleracion que se combina con la posicion y la velocidad en el tiempo t para calcular las
posiciones y velocidades en el tiempo t + ot. Las fuerzas de los atomos en las nuevas
posiciones se vuelven a determinar, permitiendo el célculo de nuevas posiciones y
velocidades en el tiempo t + 20t, y asi sucesivamente. El lapso de tiempo ot (time step o paso
de integracion), predeterminado por el usuario, es muy corto y debe ser menor que la
frecuencia de vibracion mas rapida de los atomos del sistema. Las fuerzas se obtienen
teniendo en cuenta las ecuaciones y parametros definidos en un campo de fuerzas de
mecanica molecular escogido por el usuario, que incluye términos para interacciones
enlazantes y no enlazantes. A esta descripcion simplificada del proceso, debe afadirse que
durante su curso se introducen mecanismos, por ejemplo, para el control de la temperatura y
presion o para constreiiir las longitudes de los enlaces.

En las simulaciones de dinamica molecular, el tratamiento correcto de los atomos en
las fronteras del sistema simulado es esencial. El método mas utilizado es el uso de
condiciones periddicas de entorno (periodic boundary conditions, PBC), pues permiten llevar
a cabo simulaciones con un nimero relativamente pequefio de moléculas de solvente. En este
método, la caja o celda primaria, que contiene los dtomos que constituyen el sistema en
estudio, esta replicada en todas las direcciones formando una matriz periddica, y haciendo
desaparecer el artefacto de frontera. Cuando un atomo se mueve en la celda primaria, se
mueve de la misma forma en las celdas periddicas. Asimismo, si un 4&tomo abandona la celda,
es substituido por otro a&tomo que entra por el lado opuesto de la caja. La celda cubica es el
sistema periddico mas sencillo de visualizar y programar, aunque una celda puede tener otras
formas, siempre que puedan yuxtaponerse exactamente sin dejar espacios libres.

En este trabajo, todas las simulaciones se llevaron a cabo con el programa GROMACS
[170,171]. Los sistemas estudiados fueron diversos modelos de las proteinas ADPRibasa-Mn
o hTKFC, libres y unidas a ligandos (secciones 3.8.1 y 3.8.4), adicionalmente modificados
y/o ajustados a los requisitos de dicho programa, como se describe en las secciones 3.10.1 y
3.10.2. El punto de partida de cada simulacion fue un fotograma del sistema energéticamente
minimizado. Cada simulaciéon comenz6 con la atribucidon a los atomos de velocidades que
correspondian a una temperatura de 300 K. Después de un periodo de equilibrado se inicid la
fase de produccion. Las trayectorias obtenidas se registraron almacenando peridodicamente en
un archivo de tipo trayectoria.xtc la sucesiéon de fotogramas (uno cada 500 pasos de
integracion). Estos archivos pueden ser leidos por programas de visualizacion y analisis de
estructuras moleculares.

3.10.1 Dinamica molecular de la ADPRibasa-Mn de rata y sus complejos con ADP-
ribosa y cADPR

El modelo de la ADPRibasa-Mn de rata utilizado para los calculos de docking (seccion
3.8.1; Figura 3.B), y los complejos ADPRibasa-Mn:ADP-ribosa y ADPRibasa-Mn:cADPR,
resultantes de dichos calculos (secciones 1.2.1 y 1.2.2; Figuras 4.ABC y 5), no tenian los
residuos 1-14 y 335-337. Esta ausencia era un inconveniente para las simulaciones dinamicas,
pues podia afectar a los resultados. Por lo tanto, estos residuos fueron afiadidos con el
programa Modeller de forma similar a lo descrito en la seccidon 3.8.2 para la proteina de pez
cebra. El modelado se hizo sobre la ADPRibasa-Mn de rata sin sustrato y los modelos de los
complejos ADPRibasa-Mn:ADP-ribosa y ADPRibasa-Mn:cADPR se consiguieron anadiendo
manualmente el ligando en la misma conformacion y posicion en que se encontraba como
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resultado del docking. Cada uno de estos modelos corregidos se colocd en una caja cubica
periddica, manteniendo una distancia minima de 10 A entre los 4tomos de la proteina y las
caras de la caja. A estos sistemas se les afiadieron moléculas de agua (modelo SPC [193]) y
NaCl 50 mM (Figura 63), realizdndose en estas condiciones una minimizacion de energia
(1000-3500 iteraciones) en el programa GROMACS 3.3.3 [170] utilizando el campo de
fuerzas GROMOS 53A6 [194] con las adiciones que se describen en la seccion 3.13.
Finalmente, los sistemas solvatados fueron equilibrados con 100 ps de dindmica molecular a
300 K y 1 atm, con una fuerte restriccion en las posiciones de los atomos de proteina. Con
estos tres sistemas se realizaron las simulaciones dinamicas, empleando el mismo campo de
fuerzas. En este punto se iniciaron las fases de produccion, con las siguientes condiciones
(también usadas en las fases anteriores de minimizacion y equilibrado, cuando eran de
aplicacion).

(a) La temperatura (300 K) y la presion (1 atm) fueron mantenidas constantes con los
algoritmos (termostato y presostato) de Berendsen [195].

(b) Se empleo un paso de integracion de 2 fs, para lo cual las longitudes de los enlaces
en la proteina y en el ligando fueron mantenidas constantes con el algoritmo LINCS
[196,197] y las del agua con SETTLE [198].

(c) Las energias potenciales de las interacciones de van der Waals se calcularon
(funcion de potencial de Lennard-Jones) con distinta frecuencia, dependiendo de las
distancias interatomicas registradas en una lista de pares atobmicos vecinos que se actualizaba
cada cinco pasos de simulacion. Las interacciones a menos de 8 A se evaluaron en todos los
pasos; las interacciones entre 8-14 A se evaluaron cada vez que se actualizaba la lista de
vecinos, manteniéndose constantes en los pasos intermedios; las interacciones a mas de 14 A
no se calcularon.

(d) Las energias potenciales de las interacciones electrostaticas establecidas a menos
de 14 A se calcularon usando la ley de Coulomb en los mismos pasos de integracion que las
de van der Waals. Las establecidas a mayor distancia se evaluaron en todos los pasos, pero de
una forma simplificada, usando el método del campo de reaccion (reaction field), en el cual se
supone que el medio tiene una constante dieléctrica de 66 [199].

Las coordenadas cartesianas descriptivas de los sistemas se guardaron cada 500 pasos
de integracion, generandose asi una imagen instantanea por cada picosegundo de trayectoria.
Con cada uno de los sistemas estudiados se simularon 25 ns de trayectoria. El tiempo real de
computacion fue aproximadamente de 4 h/ns, es decir unas 100 h para calcular cada
trayectoria en el equipo informéatico descrito en la seccion 3.1.7.

3.10.2 Dinamica molecular de trioquinasa/FMN ciclasa humana (hTKFC) libre y
unida a sustratos

Respecto a esta proteina, se hicieron simulaciones con la enzima libre de sustratos,
hTKFC, y con los complejos hTKFC:2DHA:2ATP y hTKFC:FAD (Tabla 3). Cada uno de
estos modelos se colocd en una caja periddica en forma de dodecaedro rombico (para ahorrar
solvente, respecto a lo que seria necesario con una caja cubica), manteniendo una distancia
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minima de 10 A entre los 4tomos de la proteina y las caras de la caja. A estos sistemas se les
anadieron moléculas de agua (modelo TIP3P [200]) y NaCl 50 mM (Figura 63), y se hizo una
minimizacion de energia (2000 iteraciones) en el programa GROMACS 4.0.4 [171] utilizando
el campo de fuerzas AMBERO3 [158] con las adiciones que se describen en la secciones 3.13
y 3.14.2. Después los sistemas se equilibraron en tres etapas: 20 ps de dinamica a volumen
constante con restricciones de posicion en los atomos de proteina, metales y ligandos; 200 ps
de dinamica a presion y temperatura constante con iguales restricciones; y por ultimo 200 ps
de dindmica libre a presion y temperatura constante. En este punto se iniciaron las fases de
produccion, con las siguientes condiciones (también usadas en las fases anteriores de
minimizacion y equilibrado, cuando eran de aplicacion).

(a) La temperatura (300 K) y la presion (1 atm) fueron mantenidas constantes con los
algoritmos (termostato y presostato) de Berendsen [195].

(b) Se empleo un paso de integracion de 2 fs, para lo cual las longitudes de los enlaces
covalentes con atomos de hidrogeno, en la proteina y en el ligando, fueron mantenidas
constantes con el algoritmo LINCS [196] y en el agua con SETTLE [198].

(c) Las energias potenciales de las interacciones de van der Waals se evaluaron en
todos los pasos de integracion para pares atdmicos distanciados menos de 9 A seglin una lista
que se actualizaba cada diez pasos. Los calculos se hicieron con la funcion de potencial de
Lennard-Jones, aunque para las distancias entre 8-9 A se aplicé una funcion correctora de
manera que la energia potencial calculada disminuia suavemente hasta hacerse nulaa 9 A.

Figura 63: Sistemas estudiados por simulaciones de dinamica molecular. A la izquierda, el sistema
ADPRibasa-Mn, que fue simulado en una caja periddica cubica. A la derecha, el sistema hTKFC, simulado en
una celdilla en forma de dodecaedro rombico. Las moléculas de agua se presentan en color azul claro, los iones
Na' en esferas amarillas y los iones CI” en esferas verdes. La ADPRibasa-Mn se presenta en esferas azul oscuro
mientras las dos cadenas de la hTKFC se presentan en esferas azules y rojas.
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(d) Las energias potenciales de las interacciones electrostaticas se evaluaron en todos
los pasos de integracion aplicando el método Particle Mesh Ewald (PME) [201]. Este método
requiere el uso de condiciones periddicas de entorno y permite calcular las energias
electrostaticas en una celda replicada infinitamente. Para cada atomo, las interacciones
electrostaticas se dividieron en dos grupos, uno que incluia las interacciones a menos de 9 A,
y otro las de mayor alcance. Las energias del primer grupo se calcularon directamente en el
espacio real, usando un potencial de Coulomb modificado. Las energias del segundo grupo,
que incluye un niimero de dtomos mucho mayor, se calcularon en el espacio denominado
reciproco o de Fourier, después de interpolar las cargas sobre una malla (mesh) tridimensional
[201], lo que permite disminuir en gran medida el tiempo de célculo.

Las coordenadas cartesianas descriptivas de los sistemas se guardaron cada 500 pasos,
generandose un fotograma por picosegundo. Con cada uno de los sistemas estudiados se
simularon 42 ns de dindmica molecular. El tiempo real de computacion fue aproximadamente
de 39 h/ns, es decir cerca de 1600 h para calcular cada trayectoria.

3.10.3 Analisis de dinamica esencial o de los componentes principales de las
trayectorias dinamicas de la trioquinasa/FMN ciclasa humana (hTKFC) y sus
complejos

En los estudios de la dindmica molecular de la proteina hTKFC y sus complejos,
después de obtener las trayectorias en la forma que se describe en la seccion 3.10.2, se
llevaron a cabo andlisis de los componentes principales de dichas trayectorias. El movimiento
aparentemente caotico de las simulaciones de dindmica molecular hace dificil la
identificacion de movimientos colectivos. Una forma de identificarlos es por anélisis de sus
componentes principales (PCA, principal component analysis), también llamado de dindmica
esencial [202,203,204]. Después de alinear cada conformacion de una trayectoria con una
conformacion de referencia para eliminar los movimientos de traslacion y rotacion, se obtiene
una trayectoria x(t) que puede ser representada por una matriz de 3N x M valores, donde N es
el nimero de 4atomos considerados (con cada atomo representado por 3 coordenadas
cartesianas) y M es el nimero de conformaciones recogidas a lo largo del tiempo simulado. A
partir de esta matriz, con el programa g covar, dentro de GROMACS 4.5.5 [171], se calcula la
matriz de covarianza C, simétrica, de dimensiones 3N x 3N, cuyos elementos son los
indicados en la ecuacion

Cy= <(Xi - (xi)) (x - <XJ>)>

en donde () significa promedio en el tiempo. Con el mismo programa, se hace la
diagonalizacion de C, que permite encontrar las matrices A y R, tal que

A =diagh, A2... ) =R'CR

en donde A es una matriz diagonal que contiene 3N valores propios A, también denominados
eigenvalores o autovalores, ordenados por orden decreciente, R es una matriz 3N x 3N que
contiene en sus columnas los vectores propios, también denominados eigenvectores, o
autovectores, y el indice T denota la matriz traspuesta. La i-ésima columna de la matriz R es
el vector propio asociado con el valor propio A; de la matriz A. Cada vector propio describe un
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movimiento colectivo de particulas. El valor propio asociado a dicho vector es la varianza de
sus fluctuaciones y mide la magnitud del movimiento colectivo. El primer vector propio
representa asi el mayor cambio conformacional, y la mayoria de las fluctuaciones residen en
un subconjunto de los primeros valores propios que es mucho mas pequefio que 3N. El
analisis de los vectores y valores propios se hizo con el programa g anaeig, también dentro
de GROMACS 4.5.5.

Para simplificar los célculos, los andlisis de dinamica esencial se hicieron solamente
con los 4600 atomos de las cadenas principales, usando los 40000 fotogramas
correspondientes a los ultimos 40 ns de cada simulacion, obteniendose una matriz C de
dimensiones 13800x13800, de la cual se extrajeron 13800 vectores propios y sus respectivos
valores propios.

3.11 Analisis de los modos normales de hTKFC libre y unida a sustratos

El anélisis de los modos normales es un método tedrico usado para identificar y
caracterizar movimientos moleculares de amplitud grande, que ocurren en lapsos de tiempo
relativamente largos, y que en la practica son inaccesibles por los métodos de dindmica
molecular [166,167,168,169]. Para analizar los modos normales se requieren un conjunto de
coordenadas de un modelo molecular, un campo de fuerzas que describe las interacciones
entre los atomos constituyentes, y el programa informatico para realizar los célculos. El
analisis se procesa en 3 etapas: en primer lugar, la energia potencial del sistema en estudio
debe ser bien minimizada, después se calcula la llamada matriz hessiana, que contiene las
segundas derivadas de la energia potencial respecto a las coordenadas atdémicas, y finalmente,
se diagonaliza esta matriz para obtener los respectivos vectores propios y valores propios. Los
vectores propios, o modos normales, al igual que en el andlisis de dindmica esencial,
representan direcciones espaciales de movimientos atdmicos colectivos. Los valores propios
son las frecuencias angulares al cuadrado y definen la frecuencia de oscilacion del modo
normal. Los valores propios se ordenan habitualmente por orden creciente y resulta que los
seis primeros valores propios, llamados modos triviales, son proximos a cero y corresponden
a movimientos de traslacion y rotacion del sistema entero como un bloque rigido (NM1-NM6,
no mostrados). Los valores propios siguientes estan asociados a movimientos vibratorios que
conllevan cambios de conformacion. Las frecuencias mdas bajas estan asociadas con
movimientos colectivos de mayor amplitud, que corresponden a los cambios
conformacionales mas amplios y que, por lo tanto, tienen mayor interés en una enzima como
hTKFC, que exige un acercamiento entre ATP y DHA para que tenga lugar la transferencia de
fosfato.

Este tipo de andlisis se aplico a la proteina en cuatro versiones: hTKFC,
hTKFC:2DHA:2ATP, hTKFC:FAD y hTKFC:2FAD. Las coordenadas que describen estos
sistemas se tomaron del modelo de la proteina construido con Modeller (seccidon 2.2.1; Figura
33.B) y de los resultados de docking de FAD (seccion 2.2.2; Figura 36.EG). En el sistema
hTKFC:2FAD, la segunda molécula de FAD se obtuvo aplicando una matriz de
transformacion, calculada con el programa VMD, que permitia girar la subunidad 1 para
alinearla con la subunidad 2. El ligero solapamiento atobmico que podia resultar se resolvio
minimizando la energia potencial del nuevo complejo.

149



Joaquim Rui Rodrigues

El andlisis de modos normales se hizo con un conjunto de programas compilados con
precision doble que integran el paquete GROMACS 4.0.7 [171]. El campo de fuerzas utilizado
fue AMBERO3 [158] con las adiciones que se describen en la secciones 3.13 y 3.14.2. Los
modelos fueron primeramente optimizados con el programa mdrun en vacio mediante 5000
iteraciones de minimizacion de energia por el método del descenso mas pronunciado (steepest
descent), seguidos por otra minimizacién (10000-15000 iteraciones) con el algoritmo 1-bfgs
(low-memory Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno) para conseguir que la fuerza maxima en
cualquier 4tomo fuera inferior a 10°® kJ mol”" nm™. Para los célculos energéticos de estas
minimizaciones, se tuvieron en cuenta las interacciones electrostaticas y las interacciones de
van der Waals que tenian lugar hasta una distancia de 10 A, aunque por encima de 8 A se
aplico una funcidon correctora para llevar a valores nulos las energias resultantes en las
interacciones a 10 A.

Las conformaciones minimizadas fueron utilizadas para calcular sus matrices
hessianas H cuyos elementos son los indicados en la ecuacion

ERY%

Tox0x

en donde X; y x;j son las coordenadas cartesianas de los 4tomos iy j, y V es la energia
potencial. A partir de la matriz hessiana H, obtenida con el programa mdrun, se determinaron
sus valores propios y vectores propios con el programa g nmeig:

A =diag(hi, Ay ... han) =R"TM?HM'"? R

en donde A es una matriz diagonal que contiene 3N valores propios A;, R es una matriz que
contiene los vectores propios en columnas, el indice T indica la matriz traspuesta, y M es una
matriz que contiene las masas atdmicas. Los vectores propios son los modos normales:
vectores unitarios de dimensiones 3N (N = numero de atomos), que dan la direccion del
movimiento. Los eigenvalores A; permiten calcular la frecuencia del modo normal por

VA

V.=
27

1

A partir de la estructura minimizada y de los vectores propios (modos normales), el programa
g nmtraj se usO para generar trayectorias virtuales para visualizar los movimientos armonicos
de cada modo.

Para comparar el movimiento asociado a un determinado modo normal entre dos
diferentes sistemas (con distintos nimero de atomos, por ejemplo hTKFC y hTKFC:FAD), se
hizo lo siguiente: para cada modo normal, se gener6 un conjunto de 5000 conformaciones a
una temperatura dada (300 K) con el programa g nmens, incluido en GROMACS. De estas
conformaciones se extrajeron solamente los atomos del esqueleto de la proteina, lo cual
resulta en igual nimero de atomos en cada modelo. Con el conjunto de conformaciones del
esqueleto se hizo un analisis de componentes principales de manera similar a la descrita en la
seccion 3.10.3. De este analisis, se extrajeron valores y vectores propios caracteristicos del
modo normal, de los cuales so6lo el primer valor propio es significativo, mientras que los
restantes son practicamente nulos. Para valorar la similitud entre las direcciones de los modos
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normales, se calcul6d el producto interno entre los vectores propios (unitarios) de la cadena
principal, que varia entre uno, para vectores idénticos, y cero para vectores ortogonales.

3.12 Preparacion de modelos de ligandos para experimentos de docking

Los ligandos que se utilizaron en experimentos de docking son los que aparecen en la
Figura 64. Los modelos tridimensionales iniciales de los ligandos ADP-ribosa, CDP-colina,
CDP-ctanolamina y CDP-glicerol se obtuvieron de la base de datos PubChem
(pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) [205] en forma de archivos sdf que contienen, entre otras cosas,
las coordenadas de cada dtomo y la definicion de los enlaces de la molécula. En algunos casos
se hicieron pequefias modificaciones en estos archivos, empleando el editor molecular Marvin
(www.chemaxon.com). El modelo tridimensional de fosfato en formato PDB se obtuvo
extrayendo las coordenadas de la estructura de la ADPRibasa-Mn de pez cebra (PDB ID
2NXF) y los enlaces se definieron con Marvin. El ligando hidrogenofosfato se construy6 a
partir del anterior con Marvin. E1 modelo tridimensional de FAD fue generado con Marvin a
partir de su estructura 2D. Todos los archivos anteriores fueron convertidos al formato mol2
con Marvin, en algunos casos después de asignar las cargas atomicas parciales con el mismo
programa, utilizando el método de Marsili-Gasteiger ("cargas de Gasteiger"; [206]). En otras
ocasiones, la asignacion de estas cargas se hizo con el programa ADT sobre los archivos mol2
generados con Marvin. Todos los archivos fueron procesados con ADT para fusionar los
atomos de hidrogeno apolares con sus carbonos, clasificar todos los d&tomos por tipos y definir
las torsiones activas (enlaces con capacidad de giro; Figura 64). Los archivos de tipo PDBQT
resultantes se usaron para los experimentos de docking, excepto el de cADPR que se proceso
como se explica a continuacion.

La preparacion de un modelo de cADPR exigié un procedimiento especial. Una
limitacion del programa AutoDock , usado en los experimentos de docking, es que no puede
tratar las estructuras ciclicas como flexibles, y por lo tanto, los anillos de todos los ligandos,
incluyendo los anillos de ribosa, se consideraron rigidos. En el caso de la cADPR, dado su
caracter de macrociclo (Figura 64), si éste se considerase rigido los unicos grupos que
tendrian flexibilidad serian los cuatro grupos OH de las ribosas. Para introducir flexibilidad en
el macrociclo de cADPR, se utilizo la estrategia propuesta por Forli y Botta para AutoDock
3.0.5 [207]. Sin embargo, dicha estrategia no puede aplicarse directamente en AutoDock 4.0,
pero pudo hacerse alterando el codigo fuente del programa, como sugerido por Yang Ye
[208]. En pocas palabras, la estrategia consiste en romper el anillo del ligando y “estirarlo”
para después aplicar un potencial fuertemente atractivo entre los atomos del enlace roto y
conseguir que, durante la busqueda conformacional, el anillo wvuelva a cerrarse
progresivamente. En este procedimiento es necesario asegurarse que, en el resultado del
docking, la posible quiralidad de los atomos participantes en el enlace no resulta invertida. En
concreto, para cADPR, partiendo de su estructura 2D, se obtuvo en primer lugar, con Marvin,
una estructura tridimensional de la molécula cerrada en formato de archivo mol2. Este archivo
se abri6 con el programa VMD, se rompi6 el enlace entre los atomos C4 y C5 de la N'-ribosa,
se guardo6 la estructura resultante en formato mol2, y se proces6 con ADT para llevar a cabo
las operaciones arriba descritas para los otros ligandos, con dos peculiaridades: por una parte,
las cargas parciales asignadas a los d&tomos de la estructura abierta se calcularon en realidad a
partir de un archivo de tipo PDBQT correspondiente a la forma cerrada de cADPR; por otra
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Figura 64: Ligandos empleados en las simulaciones de unién (docking) a las proteinas ADPRibasa-Mn y
hTKFC. Los atomos de los ligandos se muestran todos de forma explicita. En el programa AutoDock, los
ligandos son modelados sin los atomos de H enlazados a atomos de C, pero se preservan los atomos de H
involucrados en enlaces polares (modelo de tipo united-atom). Los enlaces en negrito sefialan las torsiones que
se tornaran activas, esto es, las torsiones en las cuales se permitieron el movimiento de rotacién en torno de
dicho enlace. Para ahorrar recursos computacionales, ni todas las posibles torsiones se hicieron activas. El enlace
discontinuo en la cADPR identifica el enlace que se rompid para que fuera posible introducir flexibilidad en el
macro anillo.
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parte, a los 4tomos C4 y C5 de la N'-ribosa se les atribuy6 el tipo especial G (glue atom; para
identificarlos como los 4tomos a reunir durante el proceso de busqueda conformacional del
docking). Este modelo de cADPR (archivo PDBQT), con el enlace C4-C5 roto, presentaba un
total de 12 posibles torsiones (Figura 64). Esta estructura fue optimizada, en ausencia de
proteina, utilizando una funcion auxiliar de AutoDock que, como paso previo al docking,
calcula el estado del ligando libre que es de esperar que corresponda a una conformacion
extendida o "estirada". La estructura resultante de este proceso, en formato PDBQT, fue usada
en los experimentos de docking. Al hacerlo hubo que tener en cuenta el cardcter quiral de C4,
no de C5, como se ha comentado arriba.

3.13 Parametrizacion de ligandos para experimentos de dinamica molecular

Varias de las simulaciones de dindmica molecular y modos normales de esta Tesis se
hicieron a partir de complejos obtenidos, uno de hTKFC modelado por homologia (seccion
2.2.1) y otros obtenidos por docking de ligandos a la ADPRibasa-Mn de rata (secciones 1.2.1
y 1.2.2) o a la hTKFC (seccion 2.2.2). Dichos complejos estdn descritos en archivos de tipo
PDB. Estos archivos contenian las coordenadas cartesianas de los 4tomos, pero no otros
parametros que son necesarios para la dinamica molecular: cargas eléctricas parciales, tipo de
atomo, enlaces establecidos por cada atomo y los datos necesarios para describir el
comportamiento de los enlaces, dangulos y angulos diedros. En las simulaciones dindmicas se
emplearon los campos de fuerzas GROMOS 53A6 [194] (ADPRibasa-Mn; seccion 1.2.4) y
AMBERO03 [158] (hTKFC; seccion 2.2.3). Las bibliotecas de residuos de estos campos de
fuerzas incluyen los parametros necesarios para los aminoacidos y otras moléculas e iones,
pero no para varios de los ligandos presentes en los complejos estudiados. Por ello fue
necesario, afadir a las bibliotecas de residuos de los mencionados campos de fuerzas los
conjuntos de parametros (que suelen denominarse "topologias") de los ligandos pertinentes.

Las topologias de ADP-ribosa y cADPR se construyeron manualmente por analogia
con las topologias de NAD y del mondémero AMP, incluidas en la biblioteca de residuos de
GROMOS 53A6. Las cargas parciales de la ADP-ribosa y de los residuos de ribosa y
pirofosfato de cADPR se tomaron también de NAD y AMP. Sin embargo, las cargas
eléctricas parciales de la adenina de cADPR, que estd disustituida en las posiciones 1 y 9,
exigieron una atencion especial, pues en el campo de fuerzas GROMOS 53A6 no existe
ningin compuesto de este tipo, y hubo que determinarlas. Para simplificar el proceso, las
cargas parciales de la adenina disustituida fueron calculadas empleando como modelo 1,9-
bis(1-hidroxietil)-adenina. Para este compuesto, se realiz6 un célculo de optimizacién
geométrica por el método de Hartree-Fock, con la funcion de base 6-31G* [209], usando el
programa GAMESS-US [210]. A partir del potencial electrostatico, calculado con GAMESS-
US, se obtuvieron cargas parciales segun el método RESP [211]. La estabilidad de las
moléculas de ADP-ribosa y cADPR con las topologias resultantes (Archivo Top 1.pdf,
Suplemento CD-ROM) se comprob6 mediante simulaciones de 20 ns de dindmica molecular
en solvente explicito, empleando el programa GROMACS. Para las simulaciones dinamicas de
los complejos ADPRibasa-Mn:ADP-ribosa y ADPRibasa-Mn:cADPR, dichas topologias se
afnadieron al archivo informatico que contenia la biblioteca de residuos de GROMOS 53A6

Las topologias del FAD y del ATP, estudiados como ligandos de hTKFC, se tomaron
de la base de datos REDdb (codigo de acceso F-91), se convirtieron al formato ITP
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(reconocible por GROMACS) empleando el programa ACPYPE [212]. Los archivos
resultantes se afnladieron a la coleccion de la biblioteca de residuos de AMBERO3.

3.14 Modelado del residuo 221 de la trioquinasa/FMN ciclasa humana
(hTKFC) unida a DHA: N'-(1,2,3-trihidroxiprop-2-il)-L-histidina

Por analogia con la DHA quinasa de C. braakii, que contiene DHA unida
covalentemente a His**® por un enlace hemiaminal [146], supusimos que la proteina hTKFC
debia contener DHA covalentemente unido al residuo equivalente, His*!. En realidad, en esta
forma ligada a histidina, la DHA adopta la forma de radical trihidroxiprop-2-ilo, dando lugar
al residuo aminoacidico no estandar N'-(1,2,3-trihidroxiprop-2-il)-L-histidina. Este residuo
también se encuentra en un regulador de la transcripcion de Lactococcus lactis ([213]; codigo
PDB 21U4).

La N°-(1,2,3-trihidroxiprop-2-il)-L-histidina no formaba parte del conjunto de
entidades quimicas reconocidas por Modeller, programa empleado para el modelado de
hTKFC, y tampoco estaba incluida en la biblioteca de residuos estandar del campo de fuerzas
AMBERO03 [158], empleado para las simulaciones de tipo dindmico. Ambas deficiencias
tuvieron que suplirse como se describe a continuacion.

3.14.1 Tratamiento del radical trihidroxiprop-2-ilo para el modelado de la
trioquinasa/FMN ciclasa humana (hTKFC) con Modeller

El programa Modeller hace uso del campo de fuerzas CHARMM22 [214]. Para
conseguir una descripcion completa de la N°-(1,2,3-trihidroxiprop-2-il)-L-histidina que fuese
compatible con dicho campo de fuerzas, nos basamos en que el radical trihidroxiprop-2-ilo,
ademas de producirse por reaccion de DHA con la cadena lateral de histidina, se puede
considerar derivado del glicerol. Por lo tanto, la definicion de dicho radical con sus
parametros y topologia especificos, en una forma compatible con CHARMM22, se hizo
empleando los datos de una molécula de glicerol. Estos datos se tomaron de un articulo
publicado en 2008 en el que se incluian descripciones de multiples carbohidratos aciclicos
apropiadas para CHARMM?22 [215]. Desafortunadamente, este articulo fue posteriormente
retractado debido a "...violations of the ACS ethical guidelines" (no especificadas) [216],
cuando el modelado de hTKFC estaba ya concluido con los datos tomados de dicha
referencia. La topologia del radical trihidroxiprop-2-ilo (Archivo Top 3.pdf, Suplemento CD-
ROM) se afiadi6 manualmente a la biblioteca de Modeller con la que se realizo el modelado
de hTKFC unida a sustratos.

Conviene destacar que la incertidumbre en los datos de la topologia del trihidroxiprop-
2-ilo no debe afectar a las conclusiones alcanzadas con el modelo de hTKFC preparado con
Modeller. Dicho modelo en torno a la N'-(1,2,3-trihidroxiprop-2-il)-L-histidina (Figura 34.B),
resultd casi indistinguible de la estructura de la proteina molde CbDK, obtenida por

154



Seccion experimental

cristalografia de rayos X (Figura 34.A). Ademas, el modelo de hTKFC con el residuo de N'-
(1,2,3-trihidroxiprop-2-il)-L-histidina se empled para simulaciones de dindmica (seccion
3.10.2) y de modos normales (seccion 3.11), en los cuales, como paso previo, la estructura fue
minimizada energéticamente. Esto, sin duda, habré contribuido a limar posibles inexactitudes
conformacionales en dicho residuo y su entorno. Finalmente, destacar también que la
simulacion de docking de FAD a la hTKFC se hizo con el modelo de la proteina desprovisto
del radical trihidroxiprop-2-ilo (seccion 2.2.2).

3.14.2 Parametrizacién de N*-(1,2,3-trihidroxiprop-2-il)-L-histidina para
simulaciones de dinamica molecular con GROMACS

La topologia de N°-(1,2,3-trihidroxiprop-2-il)-L-histidina, para su adicion a biblioteca
del campo de fuerzas AMBERO3, fue preparada como parte de esta Tesis Doctoral, y se
encuentra depositada con el codigo de acceso F-86 en la base de datos REDDB (http://q4md-
forcefieldtools.org/REDDB) [217]. El procedimiento seguido para su preparacion se describe
a continuacion.

Por una parte, los tipos de 4&tomos (que determinan las interacciones de van der Waals)
y los parametros relativos a enlaces, angulos y angulos diedros de N'-(1,2,3-trihidroxiprop-2-
il)-L-histidina se tomaron de los campos de fuerzas AMBERO3 y GAFF. Los datos para la
porcion de histidina se tomaron de la biblioteca de residuos del propio campo de fuerzas
AMBERO03, que contiene informacion especifica para dicho aminoacido. Los restantes datos
(los necesarios para definir el radical trihidroxiprop-2-ilo y su union al anillo imidazol de la
histidina) se tomaron del campo de fuerzas GAFF, que es compatible con AMBERO3 y
contiene informacién sobre atomos individuales y pequefios grupos atomicos que permiten
parametrizar moléculas pequefias de diversa indole [218].

Por otra parte, el calculo de las cargas eléctricas centradas en los atomos de N°-(1,2,3-
trihidroxiprop-2-il)-L-histidina se hizo con la ayuda del programa R.E.D.-III tools [219] que
sirvio de interfaz entre los distintos programas necesarios para las tres etapas del proceso:
obtencion de una o varias geometrias moleculares optimizadas, calculo del mapa de potencial
electroestatico de cada estructura optimizada y ajuste iterativo de las cargas eléctricas de los
atomos hasta conseguir reproducir el mapa de potencial electrostatico.

Para la optimizacion de la geometria se empled como modelo la N-acetil-N*-(1,2,3-
trihidroxiprop-2-il)-L-histidina-N"-metilamida, en la que los radicales acetilo y metilamida
ocupan las posiciones equivalentes a dos aminoacidos unidos a la N°-(1,2,3-trihidroxiprop-2-
il)-L-histidina por enlaces peptidicos. Este compuesto modelo se construyd en dos
conformaciones proximas, respectivamente, a una hélice o y a una hoja B. Estas dos
conformaciones fueron optimizadas con el programa GAMESS-US [210] por el método de
Hartree-Fock usando las funciones de base 6-31G** [158] y se muestran en la Figura 65.

Para obtener el mapa de potencial electrostatico de las conformaciones optimizadas,
dicho potencial se valor6 en puntos accesibles al solvente, alrededor de la molécula, definidos
segun el algoritmo de Connolly [220]. Los célculos de potencial se hicieron por el método
B3LYP/cc-pVTZ en el servidor RESP ESP charge Derive Server [221] usando el programa
Gaussian 03 [222] con las mismas opciones utilizadas en la parametrizacion del campo de
fuerzas AMBERO3 [158]. Para cada una de las dos conformaciones, se utilizaron 4 orientacio-
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Figura 65: Geometrias optimizadas de N-acetil-N'-(1,2,3-trihidroxiprop-2-il)-L-histidina)-N'-metilamida.
Las esferas estan coloreados segun el elemento quimico: C en azul claro, N en azul oscuro, O en rojo y H en
blanco. Las varillas evidencian los fragmentos N-acetilo en rojo, trihidroxipropil-L-histidina en gris y N'-
metilamida en naranja. Conformacion correspondiente a A: hélice o y B: hoja . Junto a esta conformacion se
muestran las cargas eléctricas parciales de los 4&tomos de la trihidroxipropil-L-histidina.
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nes distintas, definidas mediante el algoritmo RBRA (rigid-body re-orientation algorithm)
incluido en el programa R.E.D.-I1I tools.

El ajuste iterativo simultaneo (global) de las cargas eléctricas de los 4&tomos a los ocho
mapas de potencial electrostatico mencionados arriba se llevd a cabo también en el servidor
RESP ESP charge Derive Server con el programa RESP [211], que calcula el potencial
electrostatico a partir de las cargas. Al hacer este célculo, la carga neta de los radicales acetilo
y metilamida del compuesto modelo se restringid para que se mantuviera igual a cero. La
concordancia entre los mapas de potencial electrostatico obtenidos por el método B3LYP/cc-
pVTZ y el producido por las cargas parciales calculadas fue satisfactoria (valor de RRMS o
Relative Root Mean Square igual a 0,13). La Figura 65.B muestra las cargas parciales de los
atomos del fragmento molecular de N'-(1,2,3-trihidroxiprop-2-il)-L-histidina resultantes del
ajuste global.

La topologia y parametrizacion resultantes de este procedimiento (Archivo Top 3.pdf,
Suplemento CD-ROM) se afiadieron a la biblioteca de residuos de AMBERO03. Para
comprobar la estabilidad del residuo de N'-(1,2,3-trihidroxiprop-2-il)-L-histidina con dicha
parametrizacion, se construyo el tripéptido alanina-N°-(1,2,3-trihidroxiprop-2-il)-L-histidina-
alanina empleando el programa tleap (AmberTools; http://ambermd.org). La descripcion del
tripéptido se convirtié en archivos propios para GROMACS con el programa ACPYPE [212].
Con estos archivos se hizo una simulacion de 10 ns de dindmica molecular en disolvente
explicito, usando el campo de fuerzas AMBERO3 en GROMACS [223,224]. Los resultados de
esta simulacion fueron satisfactorios.
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4. CONCLUSIONES

Relativas a los “ESTUDIOS DE LAS ACTIVIDADES Y CENTRO ACTIVO DE LA ADPRibasa-Mn DE
RATTUS NORVEGICUS Y DE DANIO RERIO”

1 Por vez primera se hace coincidir informacidn estructural y bioquimica en la misma
proteina de la familia ADPRibase-Mn (la de D. rerio).

2 La ADPRibasa-Mn de rata hidroliza la uniéon fosfoanhidrido de ADP-ribosa ciclica
(cADPR) formando como unico producto N'-(5-fosforribosil)-adenosina 5'-
monofosfato (pRib-AMP), siendo ésta la primera enzima que se demuestra que posee
este tipo de actividad.

3 La ADPRibasa-Mn de D. rerio tiene actividad fosfodiesterasa sobre 2°,3"-cAMP, que
da 3’-AMP como principal producto.

4 La ADPRibasa-Mn de D. rerio responde al Mn>" de manera diferente a la de rata, pues
¢ésta presenta curvas de saturacion hiperbolicas por dicho metal, mientras que la
primera presenta distintos tipos de curvas dependiendo del sustrato.

5 El centro activo de las proteinas ADPRibasa-Mn se localiza en un bolsillo estructural
cerrado en el que se acomodan bien los sustratos por técnicas de modelado molecular
(docking).

6 Una molécula de agua presente en los cristales de la ADPRibasa-Mn de D. rerio, y

unida al centro dimetélico de la proteina, puede atacar en linea al P del enlace P-O
escindible del sustrato, con la significativa excepcion del cADPR que no es
hidrolizado a velocidades significativas.

7 La cadena lateral de His”’ forma un puente de hidrégeno con el O del enlace P-O
escindible y puede actuar como catalizador por orientacion, con la excepcion del
sustrato rigido 2’,3"-cAMP, cuya hidrolisis, a diferencia de los otros sustratos, se ve
escasamente afectada en el mutante H97A de la ADPRibasa-Mn de D. rerio.
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Relativas a los “ESTUDIOS DE LAS ACTIVIDADES Y CENTRO ACTIVO DE LA
TRIOQUINASA/FMN CICLASA HUMANA”

10

11

12

13

14

15

16

17

En una estructura homodimérica de hTKFC, modelada por homologia con la DHA
quinasa de Citrobacter braaki, cada subunidad (1 y 2) tiene dos dominios globulares
(K1 y L1; K2 y L2) unidos por un largo espaciador, de manera que en el dimero se
suceden de forma aproximadamente lineal los dominios L2—-K1-K2-L1.

Los sustratos DHA y ATP se unen a centros actlvos ablertos entre los dominios K1L2
y K2L1, uniéndose DHA de forma covalente a His**' (dominio K) e interaccionando
el ATP con los dominios L, con la base adenina en un bolsillo hidrofébico, la ribosa
en puente de hidrégeno con Asp556, y el trlfosfato coordmado con dos iones metahcos
que a su vez estan coordinados por Asp™°, Asp*' y Asp™”

En esta estructura, la distancia entre DHA y ATP es de unos 14 A, demasiado grande
para la reaccion de transferencia de fosfato.

En simulaciones de la dindmica molecular del complejo hTKFC:2ATP:2DHA se
produce el cierre de uno de los centros activos con un acercamiento muy marcado de
un hidroxilo de DHA al fosforo y del ATP, a distancias proximas (= 5 A) a las
necesarias para la transferencia de fosfato.

En esta conformacion se observa un puente de hidrogeno de Thr''? (dominio K) con el
grupo 6 ammo del ATP (unido al dominio L enfrentado), y otro puente de hldrogeno
de Lys™ (domlnlo K) con el carbonilo del esqueleto peptidico de Arg®’ o de Ala®
(dominio L), interacciones bien posicionadas para estabilizar la forma cerrada del
centro activo.

La unién de FAD (docking) a uno de los centros activos de hTKFC ocurre de forma
similar a la union de ATP.

El FAD puede adoptar una conformacién con el grupo 4’-OH bien orientado para un
ataque nucleofilico interno sobre el fésforo proximal, como se espera que ocurra en la
reaccion monosustrato de la actividad liasa ciclante.

Los dominios K y L, expresados por separado, carecen de actividad quinasa, mientras
que el dominio L (pero no el K) es activo como FMN ciclasa, con una ke proxima al
50% de hTKFC, aunque con una Ky 10 veces mayor que hTKFC.

Mutaciones en aminoécidos clave del dominio K (Thr''? e His**') eliminan o afectan
fuertemente a las actividades quinasa, con efectos solo parciales sobre la FMN ciclasa.

Y1 Asp™®” y Asp®*®) eliminan las

) afectan parcialmente, en distinto

Mutaciones en aminodacidos clave del domlnlo L (Asp
actividades quinasa y ciclasa, o bien (Cys*** y Ser**

grado, a ambas actividades.
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Articulo 2 febslet 2009.pdf

Articulo 3 plosone 2012.pdf

6.2 Estructuras
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Hydrolysis of the phosphoanhydride linkage of cyclic ADP-
ribose by the Mn*'-dependent ADP-ribose/CDP-alcohol
pyrophosphatase. FEBS Letters 583: 1593-1598.
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IM, Costas MJ, Cameselle JC (2012) Characterization of
Danio rerio Mn**-Dependent ADPRibose/CDP-Alcohol
Diphosphatase, the Structural Prototype of the ADPRibase-
Mn-Like Protein Family. PLoS ONE 7: e42249.

ADPRM APR.pdb Modelo completo de la ADPRibasa-Mn de rata (ADPRM) en complejo
con ADP-ribosa (APR)

ADPRM CXR.pdb Modelo completo de la ADPRibasa-Mn de rata en complejo con
cADPR (CXR)

2NXF _APR 1.pdb Modelo completo de la ADPRibasa-Mn de Danio rerio (2NXF) en
complejo con ADP-ribosa
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ONXF_APR 2.pdb
2NXF_CXR.pdb
2NXF C2G.pdb
ONXF _CDE_1.pdb
ONXF_CDE_2.pdb
2NXF CDC.pdb
ONXF ACK 1.pdb
ONXF_ACK 2.pdb
1UN8-c.pdb
1UN9-c.pdb
hTKFC.pdb

hTKFC FAD.pdb

6.3 Videos

Modelo completo de la ADPRibasa-Mn de Danio rerio en complejo
con una pose alternativa de ADP-ribosa

Modelo completo de la ADPRibasa-Mn de Danio rerio en complejo
con cADPR

Modelo completo de la ADPRibasa-Mn de Danio rerio en complejo
con CDP-glicerol (C2G)

Modelo completo de la ADPRibasa-Mn de Danio rerio en complejo
con CDP-etanolamina (CDE)

Modelo completo de la ADPRibasa-Mn de Danio rerio en complejo
con una pose alternativa de CDP-etanolamina

Modelo completo de la ADPRibasa-Mn de Danio rerio en complejo
con CDP-colina (CDC)

Modelo completo de la ADPRibasa-Mn de Danio rerio en complejo
con 2°,3’-cAMP (ACK)

Modelo completo de la ADPRibasa-Mn de Danio rerio en complejo
con una pose alternativa de 2°,3"-cAMP

Modelo completo de la CbDK usado como molde para construir el
modelo de hKTFC

Modelo completo de la CbDK en complejo con ATP y DHA usado
como molde para construir el modelo de hTKFC

Modelo completo de la hTKFC en complejo con ATP y DHA
modelado por homologia

Modelo del complejo hTKFC:FAD preparado por docking

Video 1 (Video 1 ADPRM.mpg) Simulaciéon de 25 ns de dindmica molecular de la
ADPRibasa-Mn de rata''

Video 2 (Video 2 ADPRM_ADP-ribosa.mpg) Simulacion de 25 ns de dindmica
molecular de la ADPRibasa-Mn de rata en complejo con ADP-ribosa''

Video 3 (Video 3 ADPRM_cADPR.mpg) Simulacion de 25 ns de dinamica molecular
de la ADPRibasa-Mn de rata en complejo con cADPR'

Video 4 (Video_4 hTKFC.mpg) Simulacion de 42 ns de dindmica molecular de la
hTKFC"

Video 5 (Video 5 hTKFC 2ATP.mpg) Simulacion de 42 ns de dindmica molecular de
la hTKFC en complejo con dos moléculas de ATP y dos moléculas de DHA 2

11 . . . . .
Estos videos estan hechos usando 2500 fotogramas obtenidos de las trayectorias de 25 ns a intervalos

regulares de 10 ps.

12 . . . . .
Estos videos estan hechos usando 4200 fotogramas obtenidos de las trayectorias de 42 ns a intervalos

regulares de 10 ps.

174



Video 6

Video 7

Video 8

Video 9

Video 10

Video 11

Video 12

Suplemento CD-ROM

(Video 6 hTKFC 2ATP K12.mpg) Detalle del sitio K1L2 de la simulacion de
42 ns de dindmica molecular de la hTKFC en complejo con dos moléculas de
ATP y dos moléculas de DHA "

(Video 7 hTKFC 2ATP_ 32-36ns.mpg) Detalle del sitio KI1L2 en el periodo de
tiempo 32-36 ns de la simulacion de dindmica molecular de la hTKFC en
complejo con dos moléculas de ATP y dos moléculas de DHA "

(Video 8 hTKFC FAD.mpg) Simulacion de 42 ns de dindmica molecular de la
hTKFC en complejo con una molécula de FAD'?

(Video 9 hTKFC PCA.mpg) Andlisis de la dindmica esencial de las tres
simulaciones de hTKFC: primer componente principal

(Video 10 hTKFC NM7.mpg) Analisis de modos normales de hTKFC: primer
modo no trivial

(Video 11 hTKFC NMS8.mpg) Analisis de modos normales de hTKFC:
segundo modo no trivial

(Video 12 hTKFC NM9.mpg) Anélisis de modos normales de hTKFC: tercer
modo no trivial

6.4 Topologias y parametros

Top_l.pdf

Top_ 2.pdf
Top 3.pdf

Definicion de los ligandos ADP-ribosa y cADPR compatibles con el campo de
fuerzas GROMOS 53A6

Definicion de glicerol usada para modelar DHA unida a histidina en Modeller

Definicion de la N'-(1,2,3-trihidroxiprop-2-il)-L-histidina compatible con el
campo de fuerzas AMBERO3

6.5 Copia de la Tesis en formato PDF

Tesis_Doctoral J Rui_Rodrigues.pdf

13 Este video esta hecho usando 4000 fotogramas obtenidos de la trayectoria de 42 ns del sistema
hTKFC:2DHA:2ATP a intervalos regulares de 1 ps en el intervalo de tiempo 32-36 ns.
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