UNB

Universitat Autonoma de Barcelona

Estudios Tedricos y Computacionales para la Sintesis Enzimatica del Enlace Glicosidico

Maria Fernanda Mendoza Mufioz

ADVERTIMENT. L’accés als continguts d’aquesta tesi queda condicionat a I'acceptacié de les condicions d’Us
establertes per la seglent lliceéncia Creative Commons: @ M) http://cat.creativecommons.org/?page_id=184

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de esta tesis queda condicionado a la aceptacion de las condiciones de uso
establecidas por la siguiente licencia Creative Commons: @@@@ http://es.creativecommons.org/blog/licencias/

WARNING. The access to the contents of this doctoral thesis it is limited to the acceptance of the use conditions set

by the following Creative Commons license: @@@@ https://creativecommons.org/licenses/?lang=en







Estudios Tedricos y Computacionales para la
Sintesis Enzimatica del Enlace Glicosidico

Maria Fernanda Mendoza Munhoz
Tesis de Doctorado

Programa de Doctorado en Quimica

Supervisores
Laura Masgrau i Fontanet

Josep M. Lluch i Lépez

Departament de Quimica
Facultat de Ciéncies

2016



Memoria presentada para aspirar al grado de Doctora por

Maria Fernanda Mendoza Murnoz

Visto y aprobado por:

—_—

Laura Masgrau Fontanet Josep Maria Lluch

Directora Director

Bellaterra, 19 de octubre 2016.






“...la tarea no consiste tanto en ver lo que nadie ha visto aun, sino en pensar
lo que nadie ha pensado aun sobre lo que todo el mundo ve...”

Arthur Schopenhauer



Tabla de Contenidos

T INErOAUCCION ...ttt sne e 1
1.1  Los Glicanos y su RelevancCia..............ccoouiiiiiiiiiiiie e 1
1.2  Vision General de las Glicosil Hidrolasas (GHS).............cccoooiiiiiiii e 3

1.21 ClasifiCaCiON ............oooiii e 3
122 Topologia 3D y Plegamientos ...............cocoiiiiiiiiiiiiiiie e 5
1.2.3 Mecanismos de Reaccidn de las GHS................ccccociiiiiiiiiicn e 8
1.3 Vision General de las Glicosiltransferasas (GTS).........c..ccccoccieeiiciiii e, 11
1.31 ClasifiCaCIiON ...........oooiiii e 13
1.3.2 Topologia 3D y Plegamientos ..............ccccoiiiiiiiiiii i 15
1.3.3  Mecanismos Cataliticos de 1as GTS ............cccceiiiiiiiiiin e 19
14 Estado del Debate en el Momento de Iniciar la Tesis............c.ccococeiniiiiiiennnnen. 28

2 ODBJELIVOS. ...ttt e et e ne e nneeas 34
21 ODbjetivOS GENErales............coocuviiiiiiee e 35
2.2  ODbjetivos ESPeCIfiCOS..........ccoociiieiiie e 35

3  Fundamentos y Métodos TEOIICOS...........cccuiiiiiiiiiiiie e 36
3.1 Mecanica MOIECUIAr..............ccooiiii e e 36

3.141 Funcién de Energia Potencial ...................coooii 37
3.1.2  Andlisis de los Términos de la Funcion de Energia Potencial................... 38
3.2 Métodos de laQuimica Cudntica ..............cooovriiiiiiiiiee e 40
3.21 El Método Variacional..................coooiiiiiiiiiii e 41
3.2.2 El Método Hartree-FOocCK ..............oooiiiiiiii e 42
3.3 LaTeoriade los Funcionales de la Densidad..................ccoccooiiiiiininninneeen. 45
3.31 El Método Kohn-Sham ................cooiiiiii e 47
3.3.2 Aproximacion de la Densidad Local o LDA................ccoiiiiiiiiiiie 49
3.3.3 Aproximacion GGAy meta GGA ... 50
3.34 Hiper GGA o Métodos Hibridos................ccccoiriiiiii e, 51
3.4 Métodos SEeMIEMPIIICOS ............ooiiiiiiiii e eaeee s 52
3.41 Métodos Semiempiricos Hartree-Fock..................c.ccoooiieiiiiiiiiceee, 52
3.4.2 Métodos Semiempiricos DFT ..., 53
3.5  Aproximacion QM/MM ... 54
3.5.1 Expresion de Energia QM/MM ................cccoooiiiiieiiieiie e 55
3.5.2 Esquemas de Interaccion Electrostatica....................cccoooe 56
3.5.3  Tratamiento de Atomos Frontera...............ccccocoovoecmeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 57



3.54 Otras Interacciones QM/MM no Enlazantes...............coooooeoeeeeeie i 58

3.6 Dindmica MOIECUIAN ..o e e 59
3.6.1 Algoritmo de 1a MD ... 59
3.6.2 Restricciones y Paso de Integracion.................cccccooiieiiccie e, 60
3.6.3 Condiciones Periédicas de Contorno y Radios de Corte. ....................c...... 60
3.6.4 Condiciones Experimentales y Colectivos Termodinamicos .................... 61
3.6.5 Potencial de FuerzaMedia.................coociiiiiiiiiiiii e 61
3.6.6 Método Umbrella Sampling (US)...........cccooiiiiiiiiiiieee e 62

3.7 Metodologia de DOCKING ..........c.cccoeiiiiiiiiiiiiie e 63
3.71 Métodos de Busqueda y Flexibilidad Molecular...................ccccocooeninnnen. 63
3.7.2 Funciones de Puntuacion..................ooooi i 64

4 Glucosil-3-fosfoglicerato Sintasa: GPgS...............coooiiii i 65

4.1 ASPECIOS GENEIAIES ......ooiiiiiiiiee ettt e e e et e e e e e e e e e e e eneees 65
411 Datos Cristalograficos de GpgS: Conformaciones de PGA y Posibles
Aguas €N el Sitio ACHIVO..........cc.oiiiiiiii e 68

4.2 Modelos y Metodologia............ccueviiiiiiiieiiiie e 72
421 Construccion del Modelo Inicial ..., 72

4.2.2 Minimizaciones y Simulaciones de Dinamica Molecular: Obtencion del

1 oY =Y Lo 2 0 PRSP 75
4.2.3 Simulaciones QM/MM del Mecanismo de Ataque Frontal .......................... 79
424 Calculos QM/MM para la Hidrélisis de UDP-Glc porlaW.,.......................... 81
4.2.5 Refinamiento del Modelo: Obtenciéon del Modelo 1...................ccccieenn 81
426 Modelo 2: Modelo sin Aguas en el Centro Activo..............ccccoeeeerienniienne 83
4.2.7 Simulaciones Adicionales del Mecanismo de Reaccién: Hibrido 1.A e
HIBFIAO 1.B...... ..ot e e e e e e e e sar e e e neeeenee s 84
4.2.8 Calculo de Contribuciones Electrostaticas.................cccccoeoiiiiiiiicccens 84
429 Calculo de Cargas Naturales e Interacciones de Orbitales Naturales......85
4.210 Simulaciéon de Umbrella Sampling para el Mecanismo de Ataque Frontal
85
4.3 Resultados YDISCUSION ............coocuiiiiiiiii e 87
4.3.1 Modelo 1 o Complejo Catalitico: Mecanismo de Ataque Frontal............... 90
43.2 Modelo 2 o Complejo Catalitico sin Aguas en el Centro Activo:
Mecanismo de Ataque Frontal .................ccooi i 102
4.3.3 Hibrido 1.A: Mecanismo de Ataque Frontal......................ccooeieiiieneee, 108
434 Hibrido 1.B: Mecanismo de Ataque Frontal.......................c.cccccnn, 112
4.3.5 Modelo 1, Hibrido 1.A y 1.B: Mecanismo de Ataque del agua W, o
Hidrolisis de UDP-GIC ............cooiiiioie e 117



N R 0401 ¢ Tod [V =1 oY 4 L= Y- PR 119

5 a1,4-N-Acetilhexosaminiltrasnferasa: EXTL2-GaINAC ..............ccccccoeeeiiiiiiiieenn..n. 121
5.1  Aspectos Generales..............ccoooiiiiiiii e 121
511 EXTL2 y Estructuras Cristalograficas...............cccccccooiiiiiiiniin 124
52 Modelos y Metodologia.............ccoouiiiiiiiiiiiie e 125
5.21 Construccion del Modelo Inicial para la Transferencia de GalNAc ......... 125
5.2.2 Minimizaciones y Dinamica Molecular ..................c.cocooiiiiiiee e, 127
523 Simulaciones QM/MM..............ccooiiiiiiiii e 128
5.24 Calculo de Contribuciones Electrostaticas, Cargas Naturales e
Interaccion de Orbitales Naturales...................occoii e 132
5.25 Calculo de Energia Libre para el Mecanismo de Ataque Frontal............. 133
5.3 Resultados yDIiSCUSION ..............cooooiiiiiiiiccee e 134
5.31 Mecanismo de Ataque Frontal ...................ccccooiiiii i 138
5.3.2 Mecanismo de Ataque del Asp246: Formacion del CGE......................... 147
5.4  CONCIUSIONES........ooiiiiiiii e ettt nae e e eae e 156
6 a1,4-N-Acetilhexoaminiltransferasa: EXTL2-GICNAC ............coovviieiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeees 159
6.1  Aspectos Generales...............ccoooiiiiiiiii 159
6.2 Modelos yMetodologia..............cooooiiiiiiiiiiiiie e 160
6.2.1 Construccion de Ios Modelos .............ccceiiiiiiiiiiiii e 160
6.2.2  Calculos de DOCKING..........cccceiiiiiiiiiiiiieie e 161
6.2.3 Simulaciones de Dinamica Molecular ...................cccoocoiiiiiiiiis 165
6.24 Simulaciones QM/MM................ccooiiiiiiiii e 166
6.25 Calculo de Contribuciones Electrostaticas, Cargas Naturales e
Interacciones de Orbitales Naturales..................ccooiiiiiie 169
6.26 Mutantes in SiliCO...............c.coooiiiiiiii 169
6.2.7 Simulacion de Umbrella Samplig............ccccocoiiiiiiiiiiii e 169
6.3 Resultados Y DISCUSION ............c.oooiiiiiiiiiiiiiee e 170
6.3.1 Mecanismo de Ataque Frontal ...................ccccooiiiii i 173
6.3.2 Mecanismo de formaciéon del CGE: Ataque Nucleofilico de Asp246 ...... 190
6.3.3 Mutaciones in silico y Mecanismo de Reaccion...............ccccccocoevceeenien. 196
6.3.4  Simulaciones de Dinamica Molecular de las Enzimas Mutantes............. 204
6.4  CONCIUSIONES.........oiiiiiiiiiie ettt ettt e e et e e st e e snnee e enneeeens 211
7 Comparaciones Adicionales y Discusion General.................cccccceeviiiiineiieee e, 213
T INErOdUCCION.........eii e 213
7.2 Metodologia Yy Modelos ..o 215
7.3 Resultados Yy DiSCUSION ............cccoiiiiiiiii e 215



7.4 Conclusiones...........
8 Conclusiones Generales
REFERENCIAS..........ccccvnnnnn...






1 Introduccion

1.1 Los Glicanos y su Relevancia

Se les llama glicanos, carbohidratos, sacaridos o simplemente azucares a todas las
moléculas formadas por diferentes combinaciones de monosacaridos. Estas unidades de
azucar pueden combinarse para formar cadenas de distintas longitudes que van desde
disacaridos, pasando por oligosacaridos (2-10 monomeros), hasta polisacaridos que
exhiben una compleja estructura tridimensional. A diferencia de lo que ocurre en la sintesis
del ADN o de las proteinas, no existe 0 no se ha identificado una plantilla en base a la cual
los azucares se ensamblen pero si se sabe que la sintesis del enlace glicosidico es
influenciada por factores como el metabolismo celular, el tipo de célula, el estado de
desarrollo, y la disponibilidad de nutrientes.” Todos estos factores generan una gran
diversidad de glicanos y esta misma caracteristica los convierte en especies dificiles de
estudiar y manipular en el laboratorio. Los analisis de la base de datos SWISS-PROT han
indicado que en los humanos, mas de la mitad de las proteinas estan glicosidadas? y los
datos de secuenciacion gendmica han indicado que aproximadamente el 1% de cada
genoma, desde Eubacterias hasta Archaea y Eucariotas, se relaciona con la codificacion de
enzimas que procesan azUlcares.’ Adicionalmente, la glicosilacién tiene implicaciones es
diferentes procesos y podria haber sido una fuerza impulsora de la evolucion de las formas
y funciones biolégicas* ya que la ingente diversidad estructural de los glicanos puede ser un
factor clave en la especiacién y evolucion de diferentes especies y poblaciones.*®

Los glicanos no sdélo son capaces de auto ensamblarse sino que también pueden
combinarse con los otros tres grupos de moléculas mas importantes para la vida en la tierra,
ADN, proteinas y lipidos. Asi forman un subgrupo de moléculas que se conocen como
glicoconjugados; entre estos destacan las glicoproteinas, proteoglicanos, peptidoglicanos,
glicolipidos, nucledtidos, etc. Los glicoconjugados llevan a cabo directamente una gran
variedad de funciones como por ejemplo: almacenamiento energético, mantenimiento de la
integridad estructural de la célula, almacenamiento y transferencia de la informacion,
reconocimiento de la informacion, interacciones intercelulares, regulacion celular, respuesta
inmune, virulencia y defensa quimica. (Figura 1) Ademas, la glicosilacion de productos
naturales es crucial y provee numerosas y nuevas posibilidades para la explotacién de
moléculas bioactivas.’

Por otra parte, los azucares son el producto quimico de la fotosintesis y los principales
nutrientes de las plantas; algunos de estos azucares forman parte de las paredes celulares
de las plantas que estan hechas de lignina, proteinas estructurales y otros glicanos. Esto
tiene implicaciones en el desarrollo de biocombustibles pues una generacion a gran escala
de éstos a partir de la biomasa, requerira de un completo entendimiento de la formacién de
las paredes celulares. La glicociencia podria también ser clave en la busqueda de
alternativas al petréleo para la manufacturacion de materiales poliméricos basados en









sus secuencias aminoacidicas.” Este hallazgo inspir6 la creacion de un nuevo esquema de
clasificacion de GHs, complementario al de la IUB y cuyo principio subyace en la relacion
existente entre secuencia y plegamiento. Por lo anterior, es esperable que sin mas
informacion que las estructuras primarias se puedan formar familias que deberian mostrar
plegamientos similares. De este modo, un total de 301 secuencias de GHs fueron
comparadas usando métodos de alineacion especialmente disefiados para tratar con grupos
de secuencias de baja identidad (menor al 25%),'*"® definiéndose 35 familias cuando (i) al
menos dos secuencias mostraron una similitud significativa de aminoacidos y (ii) cuando
una baja similitud de éstos fue encontrada con otra familia. 18 de estas familias son mono-
especfficas (contienen soélo un cédigo EC) y las otras 17 son poli-especificas conteniendo al
menos 2 cddigos EC." Los miembros de una familia de GHs comparten el mismo tipo de
plegamiento aunque curiosamente, muchas secuencias que fueron agrupadas en familias
diferentes muestran no solo el mismo tipo de plegamiento sino también aparatos cataliticos
similares, aun actuando sobre sustratos distintos. Todo esto, secuencias y especificidades
no relacionadas junto a aparatos cataliticos y plegamientos similares, sugiere que tales
secuencias podrian haber descendido desde un ancestro comun, evolucion divergente, pero
las similitudes de sus secuencias estan en el limite de lo detectable. ™

Ademas de poder inferir informacion evolutiva, otra ventaja de esta clasificacién es que una
proteina, traslacién génica o un dominio catalitico puede ser asignado a una familia incluso
desconociendo su actividad enzimatica.” Adicionalmente, otra mejoria clave es que permite
adentrase en el mecanismo catalitico de la enzima, dado que los residuos del sitio activo
son esencialmente conservados dentro de una familia de GHs. El explosivo aumento de las
estructuras tridimensionales permitié observar que los plegamientos suelen ser mas
conservados que las secuencias y asi, diferentes familas de GHs que presentan
plegamientos y maquinarias cataliticas semejantes fueron reagrupados en clanes’ dentro la
base de datos CAZy. De los 15 clanes, definidos desde la A hasta la N, el mas grande es el
clan GH-A, que comprende las familias 1, 2, 5, 10, 17, 26, 30, 35, 39, 42, 50, 51, 53, 59, 72,
79, 86, 113 y 128 (Tabla 1). Este incluye una variedad de GHs que retienen la configuracién
del carbono anomérico y que actuan sobre (3-D- o a-L-glicésidos. Los residuos cataliticos de
los miembros de este clan, se localizan en la misma hebra de un barril estructural (a/p)s."®®

Tabla 1. Clanes de GHs, funcidn, topologia tridimensional y familias agrupadas por secuencia.

Clan Funcién Topologia 3D Familias
A | B-Retencion (B/a)s 125101726 3035394250515359727986 113128
B B-Retencion | Barril B tipo remolino 716
C B-Retencion | Barril B tipo remolino 1112
D a-Retencién (B/a)s 27 31 36
E a-Retenciéon | 6 Hélice enrollada 33348393
F Inversion 5 Hélice enrollada 43 62
G a-Inversion (a/a)e 37 63
H a-Inversion (B/a)s 137077
| B-Inversién | a+B(Nucleo Lisozima) 24 46 80
J a-Retencién 5 Propelas B 3268
K B-Retencion (B/a)s 18 20 85
L a-Inversion (a/a)e 1565125
M B-Inversion (a/a)e 848
N a-Inversion Hélice B 28 49




Cabe mencionar que las familias 3, 4, 6, 9, 14, 19, 21-23, 25, 29, 38, 40, 41, 43-45, 47, 52,
54-58, 60, 61, 64, 66, 67, 69, 71, 73-76, 78, 81, 82 y 84 no comparten similitudes
estructurales con ninguna otra familia GH conocida y por ende, quedan fuera de los clanes.®

A continuacién, se describiran los tipos de plegamientos de las GHs y después los
mecanismos de reaccion. Vale la pena notar que a pesar del inmenso numero de familias
GH conocidas hasta la fecha, sélo una de ellas no comparte el mismo tipo de mecanismo
catalitico, la familia GH4. El resto de las familias trabajan a través de un mecanismo de
catdlisis acido/base, reteniendo o invirtiendo la configuracion del carbono anomérico.

1.2.2 Topologia 3D y Plegamientos

Se ha aprendido mucho desde que se elucidd la primera estructura tridimensional de la
glucosidasa lisozima a través de cristalografia de rayos X." En la década de los ‘90, el
numero de estructuras 3D se incrementé explosivamente revelando que diferentes
plegamientos pueden catalizar el mismo tipo de reaccion.

A continuacion, se describiran brevemente los tipos de plegamientos mostrados por las
glucosidasas, indicando la regién ocupada por el sitio activo en cada caso:

i. Barril (B/a)s: consiste en 8 laminas B paralelas que forman el barril interior y la
misma cantidad de hélices a flanqueando en el exterior. Las familias 14, 29, 31,
67 y 84 a lo largo de los clanes A, D, Hy K muestran esta topologia. En el clan
A, el nucledfilo y el residuo acido-base estan ubicados en la lamina 4 y 7 del
barril, respectivamente. Aunque en los otros clanes y familias, la posicién de
estos residuos cataliticos difiere. (Figura 3a, codigo pdb: 2WHJ)

. Barril B tipo remolino (del inglés B jelly-roll)l: se puede describir como un barril
formado por 4 pares de laminas B antiparalelas, en donde el sitio activo queda
localizado en una grieta superficial del barril. Los clanes B y C, muestran este
plegamiento. (Figura 3b, cddigo pdb: 4V20)

ii. Heélice enrollada 3 (del inglés B propeller): se conforma sélo de laminas B y se
caracteriza por presentar desde 4 a 8 astas’ arregladas de manera simétrica en
torno a un eje central imaginario. Tipicamente, a cada asta‘ la conforman 4
laminas B antiparalelas colocadas de forma tal que la primera y la ultima hebra
son casi perpendiculares. Este tipo de estructura fue primeramente observada en
los clanes F y J vy el sitio activo se encuentra en una grieta a lo largo de la cara
de la propela. Un sexto plegamiento de este tipo es usado por las sialidasas y
neuramidasas del clan E, mientras que la familia 74 utiliza un séptimo
plegamiento formado por 2 dominios propelas  con en el sitio activo ubicado en
una ranura entre los dos dominios. (Figura 3c, cédigo pdb: 4BBW)



Vi.

Vii.

Barriles (a/a),: para describir esta arquitectura usaremos los barriles tipo (a/a)e,
el cual es utilizado por los clanes G, L, My las familias de GH9, GH88 y GH105.
La estructura contiene 6 hélices a que forman los peldafios’ internos del barril,
los cuales son rodeados por otras 6 hélices a. A pesar de las similitudes
estructurales entre estos clanes y familias, la cavidad del sitio activo difiere
bastante entre uno y otro, al igual que las posiciones de los residuos cataliticos.
(Figuras 3d, codigo pdb: 2VN4 )

Hélice B: esta es una arquitectura inusual que se genera cuando laminas 3 que
hacen giros, acaban por formar hélices paralelas de laminas B o hélices . Las
variaciones en el numero de giros de las laminas, el numero de laminas
formadas y la arquitectura del sitio activo permiten diferenciar entre los clanes y
familias que muestras este estilo de plegamiento, que corresponden al clan N y
la familia GH82 y GH90. (Figura 3e, cddigo pdb: 10GM)

Nucleo a+B (Nucleo Lisozima): formado por hélices a y hojas B las cuales
conforman la cavidad de unidn de los sustratos y la ranura catalitica. Es
importante decir que en este caso, la similitud de secuencia y plegamiento no es
significativa y la conforman soélo algunos miembros de las familias 19, 22 y 23,y
el clan I. (Figura 3f, codigo pdb: 2D05)

Plegamiento tipo-deshidrogenasa: los miembros de la familia GH4 muestran un
arreglo espacial de varios residuos claves del sitio activo parecido al de las
deshidrogenasas lactato/malato. Ademas, comparten un dominio de Rossmann
para su cofactor Dinucleétido Nicotinamida Adenina (DNA), a pesar de que la
similitud de secuencias es menor al 15%. (Figura 3g, cédigo pdb:10BB)



Figura 3. Representacion de la estructura tridimensional de diferentes GHs . Cada plegamiento es representativo
de un clan yes conocido como: (a) barril (8/a)s, (b) barril § tipo remolino, (c) 6 hélices enrolladas B, (d) barriles
(a/a)7, (e) hélices B, (f) a+p (nucleo lisozima) y (g) tipo-deshidrogenasa.

Con esto queda reflejada la variedad estructural de las GHs.



1.2.3 Mecanismos de Reaccion de las GHs

La base conceptual de como las GHs llevan a cabo la ruptura del enlace glicosidico en una
forma estereoespecifica fue explicada por primera por Koshland en 1953.% (Figura 4) Estas
enzimas pueden generar dos tipos de productos estereoquimicos: uno en el que la
configuraciéon del carbono anomérico es invertida (GH-inv) (Figura 4a y 4b) y otro en el que
es retenida (GH-ret) Figura 4(c,d). Koshland propuso que las GHs-inv catalizan el ataque
del agua a través de un mecanismo de desplazamiento en una Unica etapa, mientras que
las GHs-ret lo hacen por medio de un mecanismo en dos etapas que involucra un
intermedio de reaccién. Ambos proceden via un estado de transicion o TS (del inglés
Transition State) con alto caracter de oxocarbenio. La estereoquimica del producto es
dictada por la disposicion espacial de los grupos cataliticos en el sitio activo de la enzima,
especfificamente, la disposicion de dos aminoacidos conservados que llevan a cabo la
catdlisis acida y basica necesaria para romper la unién glicosidica. Estos residuos suelen
ser Asp o Glu y en el caso de las enzimas que retienen la configuracion (GHs-ret), se
encuentran aproximadamente a 5.0 A el uno del otro, mientras que en las enzimas que
invierten la configuracién (GHs-inv), se encuentran aproximadamente a 9-10 A, debido a
gue acomodan una molécula de agua que actua como nucledfilo entre la base y el carbono
anomérico.”’

De manera general, en el mecanismo de inversion es necesaria la accion de un residuo
acido que protona al grupo saliente o aglucona, facilitando la salida éste durante el
rompimiento del enlace glicosidico. Simultaneamente, la molécula de agua es activada
como nucledfilo por el residuo basico. De esta manera, la reaccion ocurre a través de una
Unica etapa de desplazamiento via un estado de transicién oxocarbenio (Figura 4a y 4b).

En el mecanismo de retencién, la transformacion procederia a través de un mecanismo de
doble desplazamiento en dos pasos, cada uno de los cuales ocurre via un estado de
transicion oxocarbenio. En la primera etapa se forma un intermedio covalente glicosil-
enzima (CGE) que requiere de un residuo catalitico bien posicionado que actue como
nucledfilo y desplace a la aglucona. Para facilitar la salida de la aglucona, un residuo
acido/base se encarga de protonarlo y asi se completa la primera etapa (Figura 4d y 4e).
Luego, el CGE se hidroliza mientras la molécula de agua es deprotonada por el residuo
acido/base consiguiendo transformarla en un buen nucledfilo, (Figura 4c y 4d). Aunque este
mecanismo es ampliamente consensuado para estas enzimas, no es el Unico que
histéricamente ha sido propuesto en la literatura pues ya en 1967, Phillips propuso un
mecanismo de hidrdlisis basado en la estructura cristalografica de la lisozima de clara de
huevo de gallina, la primera enzima para la que fue resuelta una estructura por cristalografia
de rayos X.* En el mecanismo original de Philips se sugiri6 que el azucar se unia a la
enzima en una conformacion distorsionada con respecto a la silla para evitar interacciones
estéricas con algunos residuos; ademas se plante6 un mecanismo tipo Sy1 con un
intermedio oxocarbenio en el que el azucar estaria adoptando una conformacién de media
silla semejante a la que seria necesaria para unirse a la enzima en primer lugar. De esta
manera, la ruptura del enlace glicosidico seria promovida por un residuo que protona el
oxigeno glicosidico (Glu35) mientras un residuo cargado negativamente (Asp52) estabiliza
el intermedio oxocarbenio.”? Aunque este mecanismo fue posteriormente sustituido por el de
Koshland, que es el aceptado para la mayoria de GH-ret, en algunos libros de texto aun se



puede encontrar descrito para la lisozima de clara de huevo de gallina. Actualmente,

diversas técnicas experimentales como cristalografia y espectroscopia de masas,

23-25 asi

como estudios tedricos del mecanismo, apuntan claramente a que el doble desplazamiento

es el mecanismo utilizado por la lisozima.
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Figura 4. Mecanismos de Koshland para la hidroélisis de glicanos catalizada por GHs (R1 representa un azicar).
Segun el producto estereoquimico obtenido, cada mecanismo es ejecutado por: (a) a-GH-inv, (b) B-GH-inv, (c)
a-GH-rety (d) B-GH-ret.

A pesar de que la propuesta mecanistica de Phillips resulté no ser correcta, su comentario
acerca de la distorsion del anillo en el complejo de Michaelis es de gran trascendencia y hoy
en dia la conformacion del sustrato es un tépico infaltable en todas las discusiones que se
refieren al mecanismo catalitico de las GHs, sin importar si se trata de GH-inv 0 GH-ret.
Experimentos de efecto isotdpico®® han indicado que ambos mecanismos, inversién y
retencién, involucran un TS tipo oxocarbenio; esta especie se caracteriza por una
hibridacién sp? y el desarrollo de un carga positiva en el carbono anomérico, la que puede
ser parcialmente estabilizada por donacidon electréonica del oxigeno del heterociclo. La
estructura que adopta el aziucar para satisfacer las necesidades electronicas de esta
especie es distorsionada y no corresponde a la silla “C,. Las conformaciones distorsionadas
que puede adoptar el azucar para formar esta especie oxocarbenio incluyen 2 botes (B, s ,
2°B), 2 medias sillas (*Hs , °H,) y 4 sobres (°E , E; , “E , E,); por consiguiente se esperaria
que los TS asociados a reacciones catalizadas por GHs adopten alguna de estas
conformaciones.” Adicionalmente, estudios de cristalografia de rayos X y de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) han mostrado que las GHs albergan los sustratos en una
conformacion distorsionada, especificamente el monémero que se ubica en el sitio -1 (el
mondmero que se hidroliza y forma el CGE),** algo que ya habia sefialado Phillips en su
estudio pionero con la lisozima de clara de huevo de gallina. Esta distorsion del azucar en el
complejo de Michaelis fue tempranamente asociada con la adopcién de una conformacion
mas cercana a la del TS de la reaccion y luego se relacioné con la reduccion de ciertas
interacciones estéricas y con el adecuado posicionamiento (pseudo-axial) del oxigeno
glicosidico para la protonacién por parte del residuo acido/base, facilitandose el ataque
nucleofilico sobre el carbono anomérico.* Estas especiales caracteristicas del aztcar en el
sitio -1 han sido confirmadas para varios complejos de Michaelis de diferentes GHs a través
de simulaciones QM/MM.***

Finalmente, la sistematica distorsion del azucar en el sitio -1 de los complejos de Michaelis
de diversas GHs, y la distorsion del azucar en el TS parece ser una propiedad intrinseca del
sustrato mas que algo inducido por la enzima® ha llevado a la busqueda de las
conformaciones que serian mas adecuadas para la catalisis cuantificando las propiedades
del azucar que se unira a la enzima pero fuera del ambiente enzimatico (azucar aislado).
Asi, se podrian predecir cuales conformaciones estarian presentes en una determinada
familia de GH durante la reaccién quimica. En este ambito, el trabajo de Carme Rovira esta
proporcionando detalles moleculares muy valiosos a la comunidad cientifica.
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1.3 Visidn General de las Glicosiltransferasas (GTs)

Las enzimas que se estudian en esta tesis son glicosiltransferasas (GTs). Las GTs (EC
2.4.x.y) catalizan la formacién de un enlace glicosidico de forma altamente estereo y
regioespecfifica. Utilizan un sustrato dador del monosacarido que se transferira en el que el
azucar esta activado, y un sustrato aceptor que puede ser un mono-, oligo- o polisacarido,
una proteina, un lipido, fragmentos de ADN o una gran variedad de moléculas organicas.
Esta funcion las convierte en actores fundamentales en la biosintesis de polisacaridos y
glicoconjugados, moléculas de tamafios variados que llevan a cabo un amplio abanico de
funciones que van desde estructura y almacenamiento, hasta senalizacion altamente
especffica.®® Andlogamente a lo visto para las GHs, la reaccién de transferencia puede
darse con inversion o retencién de la configuracion del carbono anomérico del azucar
transferido, de modo que se distingue entre GTs-inv y GTs-ret. Estas enzimas estan
presentes tanto en organismos eucariotas como procariotas y generalmente muestran una
alta especificidad por el sustrato dador que contiene el azucar y por el sustrato aceptor. En
los organismos eucariotas, las GTs se localizan normalmente en el aparato de Golgi; las
GTs asociadas al aparato de Golgi son proteinas transmembrana de tipo Il que poseen un
gran dominio catalitico globular C-terminal que se orienta hacia la parte luminal del aparato
de Golgi.*®

A pesar de la gran diversidad de secuencias aminoacidicas que se conocen de GTs, las
semejanzas estructurales son sorprendentes.®” Todas las GTs son proteinas globulares
para las que inicialmente fueron identificadas solo 2 topologias tridimensionales globales;
una de ellas es el plegamiento GT-A que posee un dominio N-terminal que se asocia al
nucledtido-azucar (sustrato dador) y estd formado por varias hebras B flanqueadas por
hélices a, semejante a los dominios tipo-Rossmann. El dominio C-terminal consiste casi
completamente en una mezcla de laminas 3 en donde se encuentra la cavidad en la que se
alojara el sustrato aceptor. Cabe destacar que hasta antes del afio 2004, todas las enzimas
con plegamiento GT-A que se conocian mostraban un motivo de tres residuos Asp-X-Asp
(DXD) o Glu-X-Asp (EXD), que participa en la unién del cofactor metdlico que necesitan
muchas de las enzimas GT-A para llevar a cabo la catalisis.*® Contrariamente, en el
plegamiento GT-B no aparece el motivo DXD ni el metal pero existen dos dominios tipo
Rossmann en vez de uno, en el dominio N-terminal se encuentra el sitio de union del
aceptor y en el dominio C-terminal se alojara el sustrato dador. Mas tarde, fue reportada la
estructura cristalografica de dos enzimas que mostraban plegamientos distintos al GT-A o
GT-B. Una de ellas corresponde a la enzima bifuncional GT peptidoglicano,®® mas
especificamente el dominio o modulo GTs; (familia GT51)8 al cual se le asigné un
plegamiento tipo-lizosima y que usa un fosfolipido-azicar como sustrato dador; la otra
enzima corresponde al dominio C-terminal soluble de Pyrococcus STT3 perteneciente a la
familia GT66, una de las 8 subunidades que forman una OST (OligoSacarilTrasnferasa) que
usa un fosfolipido como sustrato dador de azlcar también.*° Previamente y través de
meétodos bioinformaticos, se predijo que los miembros de la familia GT66 (ademas de otras
que se indicaran mas adelante) adoptarian un nuevo tipo de plegamiento, el GT-C.*' Sin
embargo, esta estructura debilito la clasificacion GT-C debido a que reveld que la porcién de
secuencia aminoacidica en la cual se basoé el alineamiento correspondia a una region
transmembrana que no contiene al lazo en el que supuestamente se encontraria el sitio
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Figura 6. Complejos activados dadores de aziicar comunmente conocidos como: (a) dadores Leloir o nucledétido
mono Yy difosfato azicar, respectivamente y (b) dadores no-Leloir que mantienen al menos un grupo fosfato
enlazado al azicar pero no contienen un nucleésido.

Tipicamente, la mayoria de las enzimas con plegamiento GT-A catalizan la ruptura del
enlace nucledtido-azucar estabilizando la carga del nucledtido saliente con un metal
divalente como Mg®* o Mn*", el cofactor. Es importante destacar que el grupo saliente no es
expulsado o desplazado del sitio activo luego de producirse la ruptura del enlace pues éste
sigue interaccionando con el sustrato aceptor a través de un enlace de hidrégeno fuerte con
el grupo hidroxilo nucleofilico. Esta interaccion clave no sélo promueve la ruptura del enlace
nucledtido-azucar sino que también favorece el ataque nucleofilico necesario para
completar la reaccion de transferencia.*? Por otra parte, también se conocen algunas GT-A
que no trabajan con el cofactor metalico y lo reemplazan por aminoacidos cuyas cadenas
laterales tienen una carga neta positiva o son polares. S6lo por mencionar un par de
ejemplos, la sialiltransferasa de la familia GT42 (Cstll) muestra a la Tyr156, a la Tyr162 y la
Asn31 interaccionando con el nucledsido-fosfato;** la B1,6-N-acetilglucosaminiltransferasa
nucleo 2 de tipo Leucocito (C2GnT-L) es una GT14 que posee una Arg378 y una Lys401
interaccionando con el nucledsido-difosfato.** Curiosamente, el uso de estos aminoacidos
es reminiscente de la estrategia independiente de metal usada por las enzimas de
plegamiento GT-B; la evidencia estructural proporcionada por Cstll y C2GnT-L sugiere un
proceso de convergencia de mecanismos cataliticos entre las enzimas GT-A y GT-B.*°
Posteriores analisis bioinformaticos han mostrado que estas dos superfamilias de enzimas
carecen de semejanzas a un nivel local y global, lo que también sugiere que han
evolucionado independientemente.”’

1.3.1 Clasificacion

La dificultad en la clasificacion de las GTs, al igual que para las GHs, tiene su origen en la
inmensa variedad estructural y funcional exhibida por estas enzimas. Por ejemplo, un grupo
de sustituciones aminoacidicas puede cambiar la especificidad de una enzima e incluso
alterar la especificidad por el enlace dependiendo de la naturaleza del sustrato
involucrado.*

Una clasificacion de las GTs que utilizan como complejo dador de azucar
nucleétidos monofosfato, comunmente uridil difosfato (UDP en inglés), fue introducida ya
hace bastante tiempo,**"*® pero no fue hasta el afio 2003 que se realizé un estudio
completo de secuencias relacionadas con GTs, sobre 7200 hasta esa fecha, ampliando la
clasificacion para incluir las GTs que usan otros complejos dadores de azucar como dolicol-
difosfato, 1-fosfato, nucledtidos o un lipido-difosfato. (Figura 6a y 6b).> Las GTs que no
utilizan dadores de tipo Leloir se llaman también GTs no-Leloir. Dentro de este ultimo grupo
se encuentran por ejemplo las fosforilasas; estas enzimas pueden catalizar la formacion de
un enlace glicosidico utilizando como dador un grupo fosfato o un pirofosfato-azucar y
también catalizar la ruptura de este enlace formando un fosfato-azucar (reaccion reversible).
Este es el motivo por el que algunas de ellas estan clasificadas como GHs (sucrosa
fosforilasa de GH13 o celobiosa fosforilasa de GH94), mientras que otras quedan dentro de
familias de GTs como la glicégeno fosforilasa o la almidén fosforilasa, familia GT35.*° Cabe
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mencionar que aquellas GTs que usan disacaridos, oligosacaridos o polisacaridos como
dadores de azucar, tales como ciclomaltodextrina glucanotransferasa (EC 2.4.1.19, GH13),
dextransucrasas (EC 2.4.1.5, GH70), xiloglucano endotransglicosidasa (EC 2.4.1.207,
GH12), son en realidad transglicosidasas y estan relacionadas con las GHs en un nivel
estructural, mecanistico y evolutivo por lo que han sido asignadas a familias de GHs."""*
Adicionalmente, si bien las denominadas fosfato-1-azucar transferasas han sido clasificadas
como GTs, en realidad catalizan la reaccion entre un UDP-azucar y un fosfato dolicol para
formar UMP (Uridil MonoFosfato) y un azucar-difosfatodolicol. Es decir, catalizan la
sustitucion en un atomo de fésforo y no hay transferencia de azucar, su codigo es EC
2.7.8.x.°

Como ya se ha indicado, una de las clasificaciones existentes se basa en el tipo de
resultado estereoquimico que genera la reaccion, en donde la configuracién del carbono
anomeérico puede resultar invertida o retenida. También se probd una clasificacion basada
en la especificidad hacia determinados sustratos,®* sin embargo la utilidad de tal
clasificacion quedaba muchas veces limitada tanto para las GHs como para las GTs ya que
no da informacion estructural y deja de funcionar bien para aquellas enzimas que pueden
actuar sobre diferentes sustratos.*® Asi, tal como fue descrito previamente para las GHs, las
GTs han sido clasificadas en familias bajo un criterio de semejanza en la secuencia
aminoacidica y también usando algoritmos de reconocimiento de plegamientos
tridimensionales (3D)*' (Tabla 2).

Tabla 2. Funcién, topologia tridimensional y familias agrupadas por secuencia con plegamiento conocido o no.

Funcion Topologia 3D Familias

Inversion | GT-A yvariantes | 27 121314 16 17 21 2529 31 4042 43 49 54 67 7374 7582 84 92
Inversion | GT-B y variantes | 1910 7778 192328 30 33 373841 4752 56 6163 65 6870 80 90 94

Retencién | GT-A y variantes 68152427 323444 4555606264 697177788188
Retencién | GT-B y variantes 3452035727993

Inversion Otras 51 66

Inversion No conocida 22263948 505357585976 838587
Retencién No conocida 89

Las familias con caracteres en negrita tienen al menos un miembro con estructura
3D resuelta,* las familias para las que se ha predicho que pueden adoptar cualquiera de los
dos plegamientos establecidos, GT-A o GT-B, se indican en cursiva.* Las familias en rojo
comprenden secuencias humanas y las familias con plegamiento desconocido son
proteinas integrales de membrana con excepcién de la familia GT26.

Es interesante comentar que se esperaria que esta clasificacion basada en
secuencia permita predecir aspectos estructurales y mecanisticos (inversion o retencion), tal
como pasa con las GHs en las cuales una vez se ha establecido el mecanismo para uno de
los miembros de una determinada familia, el mecanismo puede ser con seguridad extendido
al resto de los miembros de ésta. Esto parece no aplicar para las GTs pues se han
reportado similitudes distantes entre familias de GT-inv y GT-ret.*"*' Tales resultados
indican que el mecanismo catalitico no puede ser siempre predicho con seguridad
basandose Unicamente en comparaciones de secuencias.®
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1.3.2 Topologia 3D y Plegamientos

Para empezar, es importante comentar que la determinacién de estructuras tridimensionales
de las GTs ha sido un campo marcadamente obstaculizado por las dificultades para
expresarlas en cantidades grandes, purificarlas y cristalizarlas. La primera estructura
cristalografica de una GT se publicé en 1994, pero en los ultimos afios ha habido un
progreso considerable en el area. Asi, por ejemplo, en 2006 ya se disponia de mas de 100
estructuras correspondientes a 23 GTs distintas y cubriendo 17 familias; en 2012, el nUmero
de familias de GTs para las que se habia resuelto la estructura tridimensional de al menos
un representante ya se elevaba a 38.%

El nimero de plegamientos exhibidos por las GTs es bastante reducido habiéndose
caracterizado inicialmente sélo dos tipos, el GT-A y el GT-B (Figura 7), a los que se cree
pertenecen todas las GTs que utilizan nucledtidos monofosfatos dadores de azucar.
Ademas de esto, nuevos andlisis de threading han predicho que muchas de las familias no
caracterizadas de GTs deberian adoptar uno de estos dos plegamientos. Por un lado, esto
podria reflejar la restriccion que supone poseer un motivo de interaccion/asociacion para el
nucledtido y por otra parte, apunta a la posible evolucion desde un grupo reducido de
secuencias progenitoras.*® El plegamiento GT-A fue primeramente observado en la enzima
Bacillus subtilis SpsA de la familia GT2 y consiste en un —andwich” a/f/a cuya lamina 3
esta formada por 7 u 8 hebras rodeadas por hélices a, (Figura 7a) lo cual es reminiscente
de plegamientos tipo Rossmann tipicamente exhibidos por complejos proteina-nucleétido.*
El plegamiento GT-A suele ser considerado como un Unico dominio plegado pero aun asi se
observa la presencia de un dominio N-terminal al cual se asocia el nucleétido y otro dominio
C-terminal para la asociacion del sustrato aceptor. EI dominio del aceptor se aloja en una
fisura rodeado por un lazo desordenado, mientras que el sustrato dador se aloja dentro de
una fisura mas profunda interaccionando directamente con varios residuos.*
Frecuentemente, el motivo DXD es considerado como una caracteristica distintiva de las
GTs que muestran el plegamiento GT-A* y de hecho, en la mayoria de las GT-A esta
presente y participa en la unién del cofactor que cominmente es un Mn*. Uno o dos de los
aspartatos del motivo coordinan al cation divalente mientras que el resto del motivo
interacciona con el sustrato dador. Sin embargo, estos no son motivos estrictamente
conservados a lo largo de la enzimas que poseen el plegamiento GT-A, ya que existen
enzimas con este mismo tipo de plegamiento que no tienen el motivo como por ejemplo, la
GT-inv B1,6-N-acetilglucosaminiltransferasa nucleo 2 de tipo Leucocito (C2GnT-L), una GT-
A de la familia GT14;* o la GT-inv bifuncional sialiltransferasa de Campylobacter jejuni
(Cstll) de la familia GT42, la primera enzima independiente de metal para la que se reportd
un plegamiento GT-A.** En un principio, diferentes andlisis que involucraron elementos de la
estructura secundaria y la topologia de las laminas B de Cstll,>® condujeron a considerar
que esta enzima podia representar un nuevo tipo de plegamiento el cual denominaron a-
2,3/8-sialiltransferasa Cstll (SCOP fold); posteriormente tanto Cstll como Cst-I, una GT-inv
procedente de la misma bacteria y que pertenece también a la familia GT42,% se acabaron
considerando simplemente variantes del plegamiento GT-A ya que sus diferencias se limitan
a diferentes ordenamientos dentro de la lamina B central caracteristica de este
plegamiento.*** De esta manera, aunque la gran mayoria de las GT-A poseen el motivo
DXD, existen ejemplos de GT-A que carecen de la firma DXD.
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El primer plegamiento GT-B conocido fue también la primera estructura cristalogréafica
conseguida para una GT dependiente de nucledsidos-difosfato y corresponde a la
bacteriéfaga T4 B-glucosiltransferasa (BGT).”” Este plegamiento resulté ser analogo al
mostrado por la glucégeno fosforilasa y ha sido observado en varias otras GTs también. El
plegamiento GT-B, esta formado por dos dominios tipo Rossmann separados por una fisura
profunda en la cual se localiza el sitio activo. (Figura 7b) El sustrato dador se aloja en la
cima de la ranura interaccionando unicamente con residuos del dominio C-terminal y como
la ranura esta alineada con varios residuos cargados positivamente, el sustrato aceptor (una
doble hebra de ADN) se puede alojar en esta misma cavidad.” Es importante afiadir que
también existen variantes de este plegamiento como por ejemplo, la enzima a1,6-
fucosiltransferasa de mamifero, cuyo dominio catalitico es muy parecido al plegamiento GT-
B.58

Ademas de los plegamientos ya mencionados, en el afio 2003 fue sugerido un tercer tipo de
plegamiento para las GTs, el denominado GT-C (Figura 7c). Mediante analisis iterativos de
secuencias usando programas como BLAST,*" se predijo que 8 familias de GTs (GT22,
GT39, GT48, GT50, GT53, GT57, GT58 y GT59) podrian adoptar el plegamiento GT-C.
Posteriormente, las familias GT66, GT83, GT85 y GT86 fueron también predichas para
adoptar este plegamiento por la base de datos CAZy.* El plegamiento GT-C se relaciona
con grandes proteinas integrales de membrana ubicadas en el reticulo endoplasmatico,
exhibiendo de 8 a 13 hélices transmembrana y un sitio activo localizado en la region de un
lazo de gran longitud. Las familias para las que se ha predicho adoptar este ultimo tipo de
plegamiento usan un lipido-fosfato como complejo activado dador de azucar, con la
excepcion de los miembros de las familias GT48 y GT53 que usan UDP-glucosa y UDP-L-
arabinosa, respectivamente. Como se menciond anteriormente, en el afio 2007 se
determiné la estructura del dominio C-terminal soluble de Pyrococcus furiosius
oligosacariltransferasa STT3 asignada a la familia GT66.* Esta estructura reveld que la
secuencia de aminoacidos en la cual se basé el alineamiento no incluye al lazo en el que se
predijo que estaria el sitio activo, por consiguiente no ha podido ser demostrada ninguna
actividad catalitica. De esto se deduce que la mayor similitud de estas enzimas podria no
estar en el dominio catalitico sino en la regién transmembrana; en otras palabras, no queda
claro que la prediccién de la topologia GT-C pueda ser asignada con éxito a nuevas
secuencias de GTs y lo Unico que indica de manera inequivoca, es la presencia de un gran
componente trans-membrana.*’
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Figura 7. Representacion de la estructura tridimensional de diferentes GTs. Cada plegamiento es representativo
de una superfamilia yes conocido como: (a) GT-Acédigo PDB 4dmw GT44, (b) GT-B codigo PDB 1jg7 GT63 y
(c) GT-C codigo PDB 2zag.

En resumen, el conjunto de informacion estructural y bioinformatica acumulada dan
informacién basicamente de tres cosas:

Superfamilia GT-A: es ampliada debido a que se encontré que las GTs dependientes
de un azucar nucleodsido-difosfato y las nucleétido-transferasas comparten rasgos de
su estructura tridimensional y forman una familia monofilética (descienden de una
unica secuencia o grupo de secuencias progenitoras que no comparten con ningun
otro grupo).

Superfamilia GT-B: a pesar de que muestran dos dominios tipo Rossmann y
plegamientos tridimensionales parecidos, no se encontraron semejanzas de
secuencia con la superfamilia GT-A ni viceversa. Esto apunta a que estas enzimas
han evolucionado independientemente (convergencia) o que su ultimo ancestro
comun, si es que existid, es extremadamente antiguo.

Superfamilia GT-C: ésta relaciona 8 familias CAZy de GTs. La arquitectura predicha
para el plegamiento GT-C es observada en grandes proteinas hidrofébicas
integrales de membrana, localizadas en el reticulo endoplasmatico sin embargo, la
topologia GT-C podria no ser asignada con éxito a nuevas secuencias de
GTS.41’45'59_61

Futuros andlisis de las familias clasificadas como GTs a las que aun no se les ha podido
asignar ningun tipo de plegamiento por analisis de secuencia, deberian poder aportar nueva
informacion del origen evolutivo de las GTs.
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Varias GTs dependientes de nucledtidos-azucar, que son las enzimas que se estudian en
esta tesis, y que pueden mostrar un plegamiento GT-A o GT-B poseen al menos un lazo
flexible que tiene un importante papel en la catélisis. Debido al alto grado de flexibilidad de
este lazo, en la mayoria de los casos no es posible trazarlo ni en la apo ni en la holo enzima
pero se encuentra siempre en la vecindad del sitio de unién del nucleétido-azucar.®® Un
caso especial es la enzima B1,4-galactosiltransfersasa T1 (B4Gal-T1, GT-A inversora),®*®
en la que casi todos los residuos que forman los dos lazos flexibles han podido ser trazados
en ambas formas, la apo y el complejo enzima-nucleétido-aziucar mas metal. En la forma
apo los residuos del sitio activo de ambos lazos estan lejos de la cavidad activa mientras
que en la holo los residuos se acercan al nucleétido formando interacciones polares,
electrostaticas o hidrofébicas (CH-m stacking); esto da origen a dos tipos de
conformaciones, la abierta y la cerrada, respectivamente. Este cambio conformacional
inducido por la unién del sustrato ha sido observado para otras enzimas como por ejemplo:
la a1,3-galactosiltranferasa (a3GT, GT-A retenedora),®® la a1,4-galactosiltransferasa
(LgtC, GT-A retenedora),’” la enzima N-acetilglucosaminiltransferasa | (GnT I, GT-A
inversora),®® la enzima polipépdido N-Acetilgalactosaminiltransferasa-2 (ppGalNAcT-2, GT-A
retenedora) trabajo en el cual se acuio el término “conformacion activa” para la
conformacién cerrada e —niactiva” para la abierta;* y también dos de las enzimas que se
estudian en esta tesis, a1,4-N-Acetilhexosaminiltransferase que puede transferir GalNAc y
GlcNAc (EXTL2, GT-A retenedora)” y la Glucosil-3-fosfoglicerato sintasa (GpgS, GT-A
retenedora).”’ El reordenamiento de este lazo inducido por la unién del sustrato dador y
ubicado en el extremo C-terminal de la secuencia, crea una especie de tapa sobre el
sustrato dador facilitando la formacion de interacciones entre el UDP vy diferentes residuos;
esta nueva conformacién cerrada crea una cavidad que servira para unir el sustrato
aceptor.®**%%  Adicionalmente, posteriores estudios estructurales, calorimétricos y de
docking mostraron por una parte que el sustrato dador adquiere una conformacion
distorsionada en la enzima con respecto a la que presenta en solucion acuosa; por otra
parte, los complejos enzima-sustrato se forman de una manera ordenada, asociandose
primero el sustrato dador y luego el aceptor ya que el estado abierto de la enzima o
conformacion inactiva, resulta tener muy poca afinidad por el sustrato aceptor. Se sugiere
que esta union ordenada de los sustratos se relaciona con un mecanismo de prevencion de
entrada de aguas para evitar la hidrélisis del UDP-azucar. Asi, la conformacion
distorsionada del nucledtido azucar al colocarse en el sitio activo podria ser crucial para
conseguir la alta eficiencia de la reaccion catalizada.*®

Cabe decir que no existe correlacion entre el plegamiento adoptado y la estereoquimica de
la reaccion catalizada, de modo que existen GTs-inv y GTs-ret en los diferentes
plegamientos. Es interesante destacar también, que incluso presentando poca diversidad en
el tipo de plegamiento, las GTs muestran una gran variabilidad estructural en el dominio al
que se une el sustrato aceptor, lo que da lugar al amplio abanico de sustratos aceptores
utilizados por estas enzimas, manteniendo cada GT una alta especificidad para dicho
sustrato.
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1.3.3 Mecanismos Cataliticos de las GTs

Para empezar, es importante comentar que la determinacién de estructuras tridimensionales
de las GTs ha sido un campo marcadamente obstaculizado por las dificultades para
expresarlas en cantidades grandes, purificarlas y cristalizarlas. La primera estructura
cristalografica de una GT se publicé en 1994, pero en los ultimos afios ha habido un
progreso considerable en el area. Asi, por ejemplo, en 2006 ya se disponia de mas de 100
estructuras correspondientes a 23 GTs distintas y cubriendo 17 familias; en 2012, el nUmero
de familias de GTs para las que se habia resuelto la estructura tridimensional de al menos
un representante ya se elevaba a 38.%

El nimero de plegamientos exhibidos por las GTs es bastante reducido habiéndose
caracterizado inicialmente sélo dos tipos, el GT-A y el GT-B (Figura 7), a los que se cree
pertenecen todas las GTs que utilizan nucleétidos monofosfatos dadores de azucar.
Ademas de esto, nuevos andlisis de threading han predicho que muchas de las familias no
caracterizadas de GTs deberian adoptar uno de estos dos plegamientos. Por un lado, esto
podria reflejar la restriccion que supone poseer un motivo de interaccién/asociacion para el
nucledtido y por otra parte, apunta a la posible evolucion desde un grupo reducido de
secuencias progenitoras.*® El plegamiento GT-A fue primeramente observado en la enzima
Bacillus subtilis SpsA de la familia GT2 y consiste en un —andwich” a/f/a cuya lamina 3
esta formada por 7 u 8 hebras rodeadas por hélices a, (Figura 7a) lo cual es reminiscente
de plegamientos tipo Rossmann tipicamente exhibidos por complejos proteina-nucleétido.*
El plegamiento GT-A suele ser considerado como un Unico dominio plegado pero aun asi se
observa la presencia de un dominio N-terminal al cual se asocia el nucleétido y otro dominio
C-terminal para la asociacion del sustrato aceptor. EI dominio del aceptor se aloja en una
fisura rodeado por un lazo desordenado, mientras que el sustrato dador se aloja dentro de
una fisura mas profunda interaccionando directamente con varios residuos.*
Frecuentemente, el motivo DXD es considerado como una caracteristica distintiva de las
GTs que muestran el plegamiento GT-A* y de hecho, en la mayoria de las GT-A esta
presente y participa en la unién del cofactor que cominmente es un Mn*. Uno o dos de los
aspartatos del motivo coordinan al cation divalente mientras que el resto del motivo
interacciona con el sustrato dador. Sin embargo, estos no son motivos estrictamente
conservados a lo largo de la enzimas que poseen el plegamiento GT-A, ya que existen
enzimas con este mismo tipo de plegamiento que no tienen el motivo como por ejemplo, la
GT-inv B1,6-N-acetilglucosaminiltransferasa nucleo 2 de tipo Leucocito (C2GnT-L), una GT-
A de la familia GT14;* o la GT-inv bifuncional sialiltransferasa de Campylobacter jejuni
(Cstll) de la familia GT42, la primera enzima independiente de metal para la que se reportd
un plegamiento GT-A.** En un principio, diferentes andlisis que involucraron elementos de la
estructura secundaria y la topologia de las laminas B de Cstll,>® condujeron a considerar
que esta enzima podia representar un nuevo tipo de plegamiento el cual denominaron a-
2,3/8-sialiltransferasa Cstll (SCOP fold); posteriormente tanto Cstll como Cst-I, una GT-inv
procedente de la misma bacteria y que pertenece también a la familia GT42,% se acabaron
considerando simplemente variantes del plegamiento GT-A ya que sus diferencias se limitan
a diferentes ordenamientos dentro de la lamina B central caracteristica de este
plegamiento.*** De esta manera, aunque la gran mayoria de las GT-A poseen el motivo
DXD, existen ejemplos de GT-A que carecen de la firma DXD.
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El primer plegamiento GT-B conocido fue también la primera estructura cristalogréafica
conseguida para una GT dependiente de nucledsidos-difosfato y corresponde a la
bacteriéfaga T4 B-glucosiltransferasa (BGT).”” Este plegamiento resulté ser analogo al
mostrado por la glucégeno fosforilasa y ha sido observado en varias otras GTs también. El
plegamiento GT-B, esta formado por dos dominios tipo Rossmann separados por una fisura
profunda en la cual se localiza el sitio activo. (Figura 7b) El sustrato dador se aloja en la
cima de la ranura interaccionando unicamente con residuos del dominio C-terminal y como
la ranura esta alineada con varios residuos cargados positivamente, el sustrato aceptor (una
doble hebra de ADN) se puede alojar en esta misma cavidad.” Es importante afiadir que
también existen variantes de este plegamiento como por ejemplo, la enzima a1,6-
fucosiltransferasa de mamifero, cuyo dominio catalitico es muy parecido al plegamiento GT-
B.58

Ademas de los plegamientos ya mencionados, en el afio 2003 fue sugerido un tercer tipo de
plegamiento para las GTs, el denominado GT-C (Figura 7c). Mediante analisis iterativos de
secuencias usando programas como BLAST,*" se predijo que 8 familias de GTs (GT22,
GT39, GT48, GT50, GT53, GT57, GT58 y GT59) podrian adoptar el plegamiento GT-C.
Posteriormente, las familias GT66, GT83, GT85 y GT86 fueron también predichas para
adoptar este plegamiento por la base de datos CAZy.* El plegamiento GT-C se relaciona
con grandes proteinas integrales de membrana ubicadas en el reticulo endoplasmatico,
exhibiendo de 8 a 13 hélices transmembrana y un sitio activo localizado en la region de un
lazo de gran longitud. Las familias para las que se ha predicho adoptar este ultimo tipo de
plegamiento usan un lipido-fosfato como complejo activado dador de azucar, con la
excepcion de los miembros de las familias GT48 y GT53 que usan UDP-glucosa y UDP-L-
arabinosa, respectivamente. Como se menciond anteriormente, en el afio 2007 se
determiné la estructura del dominio C-terminal soluble de Pyrococcus furiosius
oligosacariltransferasa STT3 asignada a la familia GT66.*> Esta estructura reveld que la
secuencia de aminoacidos en la cual se basé el alineamiento no incluye al lazo en el que se
predijo que estaria el sitio activo, por consiguiente no ha podido ser demostrada ninguna
actividad catalitica. De esto se deduce que la mayor similitud de estas enzimas podria no
estar en el dominio catalitico sino en la region transmembrana; en otras palabras, no queda
claro que la prediccién de la topologia GT-C pueda ser asignada con éxito a nuevas
secuencias de GTs y lo Unico que indica de manera inequivoca, es la presencia de un gran
componente trans-membrana.*’
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Figura 8. Representacion de la estructura tridimensional de diferentes GTs. Cada plegamiento es representativo
de una superfamilia yes conocido como: (a) GT-Acédigo PDB 4dmw GT44, (b) GT-B codigo PDB 1jg7 GT63 y
(c) GT-C codigo PDB 2zag.

En resumen, el conjunto de informacion estructural y bioinformatica acumulada dan
informacién basicamente de tres cosas:

i. Superfamilia GT-A: es ampliada debido a que se encontré que las GTs dependientes
de un azucar nucleodsido-difosfato y las nucleétido-transferasas comparten rasgos de
su estructura tridimensional y forman una familia monofilética (descienden de una
unica secuencia o grupo de secuencias progenitoras que no comparten con ningun
otro grupo).

ii. Superfamilia GT-B: a pesar de que muestran dos dominios tipo Rossmann y
plegamientos tridimensionales parecidos, no se encontraron semejanzas de
secuencia con la superfamilia GT-A ni viceversa. Esto apunta a que estas enzimas
han evolucionado independientemente (convergencia) o que su ultimo ancestro
comun, si es que existid, es extremadamente antiguo.

ii. Superfamilia GT-C: ésta relaciona 8 familias CAZy de GTs. La arquitectura predicha
para el plegamiento GT-C es observada en grandes proteinas hidrofébicas
integrales de membrana, localizadas en el reticulo endoplasmatico sin embargo, la
topologia GT-C podria no ser asignada con éxito a nuevas secuencias de
GTS.41’45'59_61

Futuros andlisis de las familias clasificadas como GTs a las que aun no se les ha podido
asignar ningun tipo de plegamiento por analisis de secuencia, deberian poder aportar nueva
informacion del origen evolutivo de las GTs.
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Varias GTs dependientes de nucledtidos-azucar, que son las enzimas que se estudian en
esta tesis, y que pueden mostrar un plegamiento GT-A o GT-B poseen al menos un lazo
flexible que tiene un importante papel en la catdlisis. Debido al alto grado de flexibilidad de
este lazo, en la mayoria de los casos no es posible trazarlo ni en la apo ni en la holo enzima
pero se encuentra siempre en la vecindad del sitio de unién del nucleétido-azucar.®® Un
caso especial es la enzima B1,4-galactosiltransfersasa T1 (B4Gal-T1, GT-A inversora),®*®
en la que casi todos los residuos que forman los dos lazos flexibles han podido ser trazados
en ambas formas, la apo y el complejo enzima-nucleétido-aziucar mas metal. En la forma
apo los residuos del sitio activo de ambos lazos estan lejos de la cavidad activa mientras
que en la holo los residuos se acercan al nucleétido formando interacciones polares,
electrostaticas o hidrofébicas (CH-1m stacking); esto da origen a dos tipos de
conformaciones, la abierta y la cerrada, respectivamente. Este cambio conformacional
inducido por la unién del sustrato ha sido observado para otras enzimas como por ejemplo:
la a1,3-galactosiltranferasa (a3GT, GT-A retenedora),®® la a1,4-galactosiltransferasa
(LgtC, GT-A retenedora),’” la enzima N-acetilglucosaminiltransferasa | (GnT I, GT-A
inversora),®® la enzima polipépdido N-Acetilgalactosaminiltransferasa-2 (ppGalNAcT-2, GT-A
retenedora) trabajo en el cual se acufio el término “conformaciéon activa” para la
conformacién cerrada e —niactiva” para la abierta;* y también dos de las enzimas que se
estudian en esta tesis, a1,4-N-Acetilhexosaminiltransferase que puede transferir GalNAc y
GlcNAc (EXTL2, GT-A retenedora)” y la Glucosil-3-fosfoglicerato sintasa (GpgS, GT-A
retenedora).”’ El reordenamiento de este lazo inducido por la unién del sustrato dador y
ubicado en el extremo C-terminal de la secuencia, crea una especie de tapa sobre el
sustrato dador facilitando la formacion de interacciones entre el UDP vy diferentes residuos;
esta nueva conformacién cerrada crea una cavidad que servira para unir el sustrato
aceptor.®****%  Adicionalmente, posteriores estudios estructurales, calorimétricos y de
docking mostraron por una parte que el sustrato dador adquiere una conformacion
distorsionada en la enzima con respecto a la que presenta en solucién acuosa; por otra
parte, los complejos enzima-sustrato se forman de una manera ordenada, asociandose
primero el sustrato dador y luego el aceptor ya que el estado abierto de la enzima o
conformacion inactiva, resulta tener muy poca afinidad por el sustrato aceptor. Se sugiere
que esta union ordenada de los sustratos se relaciona con un mecanismo de prevencion de
entrada de aguas para evitar la hidrélisis del UDP-azucar. Asi, la conformacion
distorsionada del nucledtido azucar al colocarse en el sitio activo podria ser crucial para
conseguir la alta eficiencia de la reaccion catalizada.*®

Cabe decir que no existe correlacion entre el plegamiento adoptado y la estereoquimica de
la reaccion catalizada, de modo que existen GTs-inv y GTs-ret en los diferentes
plegamientos. Es interesante destacar también, que incluso presentando poca diversidad en
el tipo de plegamiento, las GTs muestran una gran variabilidad estructural en el dominio al
que se une el sustrato aceptor, lo que da lugar al amplio abanico de sustratos aceptores
utilizados por estas enzimas, manteniendo cada GT una alta especificidad para dicho
sustrato.
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antibidticos de tipo vacomicina.’” Adicionalmente, en las GT-B también aparecen varias
enzimas que usan como base catalitica un Asp o Glu, por ejemplo: la enzima BGT, la
primera GT para la que fue resuelta una estructura por difraccion de rayos Xy el unico
miembro de la familia GT63,%"%*% u otras enzimas como WaaC de la familia GT9,'” la a1,3-
fucosiltransferasa de Helicobacter pylori (FucT) de la familia GT10" o la a1,3-
fucosiltransferasa V (FucT V).'” Curiosamente, en el caso de la a1,6-fucosiltransferasa de
mamifero (FUT8) de la familia GT23, para la cual no se habia podido identificar un residuo
que pudiera actuar como base catalitica,”®'®® se propuso que podria usar como base el
mismo nucleétido que es parte del sustrato dador (grupo saliente). Ademas, hay otra O—
fucosiltransferasa que utiliza como aceptor Ser/Thr, POFUT1 de la familia GT65, para la
cual también se ha propuesto eso.'™ Este rol catalitico para el nucleétido fue inicialmente
sugerido para explicar la estereoquimica del producto sintetizado por las GT-ret y surgio
como resultado de la examinacién de las primeras estructuras cristalograficas: LgtC® y
OtsA."®"® Interesantemente, Vetting et. al. basandose en la estructura y modelizacion del
sustrato de MshA, una GT-ret de plegamiento GT-B implicada en la sintesis del micotiol,
utilizé el término —atalisis asistida por sustratos” para referirse a la abstraccion del proton
del sustrato aceptor por el nucleétido que forma parte del dador lo cual por cierto, también
es una forma de estabilizacion del grupo saliente que es el tema que se comenta a
continuacion.*?

Respecto a la estrategia mecanistica para estabilizar el nucleétido liberado luego de la
disociacion nucleétido-azucar, casi todas las GT-A se ayudan del cation metalico divalente
con algunas excepciones ya mencionadas anteriormente: la B-1,6-GIcNAc transferasa
C2GnT-L que posee una Arg378 y una Lys401 para estabiliza al grupo saliente,* v la
sialiltransferasa Cstll que posee dos Tyr interaccionando con el grupo saliente a través de
sus grupos hidroxilos.*?

1.3.3.2 Mecanismo de Retencion

Con la resolucién de las dos primeras estructuras cristalograficas de GTs-ret, LgtC® (GT-A)
y OtsA'®"% (GT-B), se pudo verificar que no habia un Nuc bien posicionado en la cara 8 del
azucar que indicara que el mecanismo de doble desplazamiento fuera posible. LgtC es una
a4-galactosiltranferasa de Neisseria Meningitidis que cataliza la transferencia de a-
Galactosa (aGal) desde UDP-Gal hasta la lactosa terminal de un Lipooligosacarido (LOS).
La estructura obtenida por difraccién de rayos X contiene un analogo del sustrato dador,
UDP-2FGal, un analogo del sustrato aceptor, 4‘-deoxilactosa, y el cofactor metalico Mn**. Al
examinar la cara 3 del azucar, so6lo se encuentra el oxigeno de la cadena lateral de GIn189
posicionada a 3.5A del carbono anomérico. Medidas cinéticas sobre el mutante Q189A de
LgtC indicaron que el valor del k. corresponde a un 3% del k.,x de la enzima nativa, lo cual
es considerado una actividad residual relativamente alta teniendo en cuenta que el residuo
es esencial para la catdlisis. Las mutaciones del residuo nucleofilico en las GHs-ret
redujeron la actividad residual de la mutante a casi cero, indicando que el residuo es
esencial para la catalisis.”® En vista de este resultado, se comenzd a considerar la
posibilidad de un mecanismo alternativo tipo-Syi. En el caso de OtsA de Escherichia coll,
una de las estructuras cristalograficas contiene UDP vy el sustrato aceptor glucosa-6-fosfato
(Glc-6-P)'®, mientras que las otras dos contienen el sustrato dador UDP-Glc o UDP-
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2FGlc."® Nuevamente, no se observéd un potencial nucledfilo bien posicionado para la
formacion del CGE por lo que el mecanismo alternativo tipo-Syi volvié a surgir como una
posibilidad. Cabe destacar que mas tarde fue sintetizada una segunda mutante para LgtC,
Q189E. Al igual que la mutante Q189A, la k., se redujo al 3% del valor correspondiente a la
enzima nativa y la K, de UDP-Gal no cambié significativamente.”” Hasta aqui, el
experimento resulta inconcluyente como los anteriores pero el curioso hecho de que se
identificara un CGE formado con Asp190, que en la enzima nativa esta a 8.9 A del carbono
anomérico, resultd bastante inquietante pues ademas de mostrar la gran plasticidad de
estas enzimas, encendié la duda acerca de si es posible 0 no un mecanismo de doble
desplazamiento.

Los siguientes complejos binarios de GTs-ret que se fueron cristalizando carecen de un
residuo nucleofilico bien posicionado para el ataque, o bien poseen una cadena lateral a
distancia apropiada pero el residuo no es buen nucledfilo. Entre algunos ejemplos que vale
la pena mencionar esta la enzima glucogenina'® (GYG) de la familia GT8 (como LgtC) y de
plegamiento GT-A que participa en la formacién de nuestro polimero almacenador de
energia por excelencia, el glucogeno; esta enzima tiene un Asp163 localizado a 6.1 A del
carbono anomérico; las enzimas UDP GalNAc:polipéptido a-N-acetilgalactosaminiltransferas
(ppGalNAcTs) de la familia GT27 y plegamiento GT-A, muestran una GIn346 a 6.1 A del
carbono anomérico en ppGalNAcT-10"" y una Asn335 en ppGalNAcT-2,""° aunque no es
posible indicar una distancia respecto al carbono anomérico pues el ligando no contiene el
azucar. Cabe mencionar que posteriores simulaciones de MD y QMMM sobre ppGalNAcT-2
han sefialado que no hay un residuo nucleofilico bien posicionado para la formacion de un
CGE, pero que el sustrato aceptor Thr7 esta bien orientado para el ataque nucleofilico por lo
que se trataria de un mecanismo de ataque frontal.”*'""""? (Las ultimas 2 refs se discutiran
en la siguiente seccién) En el dominio catalitico de la toxina B de Clostridium difficile (ToxB)
de la familia GT44 y plegamiento GT-A, hay una Asn384 a 3.5 A del carbono anomérico;'"
en la manosilglicerato sintasa (MGS) de Rhodothermus marinus de la familia GT78 y
plegamiento GT-A, hay una Leu163 a 4.3 A del carbono anomérico;'™ la Kre2p/Mnt1p de la
familia GT15 y plegamiento GT-A no muestra un residuo nucleofilico cerca del carbono
anomérico’® y se ha reportado que podria seguir un mecanismo tipo-Syi."*® (La ultima ref se
discutira en la siguiente seccion) La enzima EXTL2 de la familia GT64 y de plegamiento
GT-A, muestra un Asp246 y una Arg293 a 5.3 A y a sdlo 4.0 A del carbono anomérico,
respectivamente. Aunque la Arg293 estd mejor posicionada para el ataque que el Asp246,
la probabilidad de que una Arg actie como nucledfilo es bajisima considerando su
naturaleza electrénica.”’ EXTL2 es una de las enzimas que se investigan en esta tesis y la
primera en la que se encuentra una pareja Asp/Arg en la cara 8 del azucar.

Una comparacion de las estructuras representativas de GTs-ret de plegamiento GT-A ha
mostrado caracteristicas conservadas en la regién que rodea al nucleétido y al sustrato
aceptor, cara a del azucar. La situacion de la cara B del azucar es diferente, cuya Unica
caracteristica estructural conservada es una cadena lateral carboxilato de un Asp o un Glu
(Asp/Glu) a distancia de interaccion de los hidroxilos 4 y 6 del azucar, y de un residuo con
carga positiva Arg/Lys.*® Ademas, Arg/Lys interacciona con el O3 del azlcar y con la
cadena lateral del primer Asp del motivo DXD, mientras que el Gltimo coordina al metal.* Es
interesante mencionar algunos ejemplos correspondientes al Asp/Glu conservado en la cara
B del azucar de algunas GTs-ret: en GYG (GT8) el Asp conservado corresponde a Asp163,
y se encuentra a 6.1 A del carbono anomérico; en a3GalT (GT6) se trata del Glu316, que
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Dicho esto, el mecanismo tipo Syi, actualmente también conocido como mecanismo de
ataque frontal, requiere tener al nucledfilo y al grupo saliente en la misma region o cara del
azucar y que el grupo fosfato que se desprende del sustrato dador actue como base
catalitica estableciendo esta interaccion previamente a la ruptura del enlace nucleétido-
azucar (Figura11). Existen antecedentes del grupo fosfato actuando como base vy tal rol le
fue asignado en el mecanismo de la farnesil difosfato sintasa (FPP por su sigla en inglés)

proveniente de la Escherichia Coli'"® y en el de la Trypanosoma cruzi.'®
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Figura 11. Mecanismo de ataque nucleofilico frontal o tipo-Sni en el que puede existir o no un residuo nucleofilico en la cara B
del azucar; el metal puede ser reemplazado por aminoacidos como Lys, Arg o hélices dipolares dependiendo de si tratade una
GT-A o una GT-B, respectivamente. H mecanismo resulta en la retencion de la configuracion del carbono anomérico y podria
ocurrir (@) en una uUnica etapa en la que la ruptura nucleétido-azicar y la deprotonacion-ataque del aceptor
ocurran de manera asincrona, involucrando un TS tipo-oxocarbenio (b) via un intermedio IP de corta vida y alta
energia al que seguiria el ataque del nucledfilo (Dn'Aniss). Aunque la abreviacion -ss” significa -solvent separate” IP, aqui se
usa para indicar que el nucleétido y el azlcar estan lo suficientemente distanciados el uno del otro para permitir la entrada del
nucledfilo; si se tratara de un IP intimo no habria espacio para el nucledfilo que se acerca. Abreviaciones: R1 representa al
sustrato aceptor y puede ser un azucar, una proteina, antibiético o cualquier otra aglicona; Rz un nucleésido o un nucleésido-
fosfato.

En 2004, Tvaroska et. al."*' presentaron un estudio computacional del mecanismo de LgtC
en él utilizaban un modelo reducido. En este trabajo se evalué el mecanismo tipo-Syi con
UDP actuando como base catalitica y por lo tanto activando al aceptor. Aunque la primera
estimacion de la barrera de energia resultd ser de aproximadamente 31 kcal/mol, la
inclusion de un medio dieléctrico continuo y de correcciones energéticas condujeron a una
estimacion final de entre 10-24 kcal/mol. Este estudio pone en evidencia las limitaciones de
simular el sitio activo de estas enzimas sin considerar el ambiente proteico aun describiendo
la region a nivel cuantico.
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14 Estado del Debate en el Momento de Iniciar la Tesis

A continuacion se discutiran en detalle los estudios computacionales del mecanismo de
retencidn que existian al iniciar y desarrollar esta investigacion doctoral.

Cuando esta investigacion doctoral se inicié a finales del afio 2013, a nivel computacional se
habian realizado estudios antes mencionados que consideraban pequenos modelos del sitio
activo que no tenian en cuenta el ambiente enzimatico™"'® y también comenzaban a
aparecer los primeros trabajos basados en modelos completos enzima'sustratos que

describen explicitamente el ambiente enzimatico y el solvente a nivel QWMM.'?'?® Estos
trabajos, junto con los nuevos resultados experimentales mas relevantes que se reportaron,
se resumen a continuacion.

En el afo 2011, Ardévol et. al. presentaron el primer trabajo en el que fue estudiado un
modelo completo de una GT usando simulaciones de metadinamica QWMM.'*® Se trataba
de OtsA, una GT-B que cataliza la formacion de uniones glicosidicas a1-1 entre UDP-Glc y
glucosa-6-fosfato (Glc-6P por su sigla en inglés) para formar trehalosa-6-fosfato. El proceso
encontrado en este trabajo fue descrito como un mecanismo de ataque frontal que podria
ser interpretado como un mecanismo en dos etapas via un intermedio iénico de muy corta
vida y alta energia: UDP—oxocarbenio (Figura 12a).

(a) (b)

short-lved

axecarBenium ion

C1{sp’)

o1

Figura 12. Representacion de la especie oxocarbenio identificada en diferentes simulaciones del mecanismo de
ataque frontal para (a) OtsA: par iénico (IP) UDP—oxocarbenio® y(b) LgtC: TS oxocarbenio."®

Sin embargo, la estabilidad del IP con respecto a los maximos de energia contiguos es de
12 kcal/mol, indicativo de una superficie de energia libre bastante plana. También se
concluyé que la interaccion UDP(Op)-Glc-6F(HO1‘) es muy importante ya que ademas de
actuar como base catalitica activando la nuleofilicidad del aceptor, estabiliza la salida de
UDP. Esta interaccion tiene un valor de 1.87A en el reactivo y de 1.38 A en el intermedio
(Figura 12a). Las distancias UDP(O5)-C1 y Glc-6F(01°)-C1 en el IP son de 2.84 Ay 2.79 A,
respectivamente. El producto o ataque del aceptor, se produce de manera simultanea a la
transferencia protonica de Glc-6P(HO1) hasta UDP(Op), y la barrera de energia libre
calculada es de 23.0 kcal/mol.
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Entre 2010-2011 se publicaron trabajos experimentales muy importantes, dos de ellos estan
relacionados con OtsA mientras que el otro utilizé también una enzima GT-ret de
plegamiento GT-B, MshA. Notablemente, los trabajos de OtsA tienen éxito en comprobar
que la interaccion entre el nucledsido difosfato -NDP por su sigla en inglés- con el hidroxilo
atacante del aceptor es necesaria y esta presente en el TS-mimic de OtsA (un TS-mimic es
una aproximacion a las interacciones y estructura del estado de transicion usando una
imitacion del producto natural que en este caso es, validoxilamina)." El siguiente estudio
confirmé lo recién descrito a través de medidas de efecto cinético isotopico (KIE) sobre el O
del grupo saliente, cuyos valores indican claramente la existencia del enlace de hidrogeno
entre el hidroxilo nucleofiico (Nuc) y el grupo saliente.”® En el caso de MshA, los
experimentos cinéticos de estado estacionario sefialan que un analogo del sustrato dador,
UDP-5FGIcNAc, inhibe eficazmente a la enzima con una constante de Michaelis 150 veces
mas pequefia que la calculada para el sustrato natural, 1.4 £ 0.2 pM vs. 210 uM,
respectivamente. Estos resultados confirman que hay un desarrollo de carga positiva en el
azUcar durante la reaccion de transferencia con retencion de la configuracion. ™

Muy poco tiempo después se publicé el trabajo de nuestro grupo (tesis de H. Gbmez) sobre
LgtC, que fue el primer estudio que presentdé un modelo completo de una GT-ret con
plegamiento GT-A. Se utilizaron métodos QM/MM para calcular perfiles de energia potencial
asociados a la reaccién que cataliza esta enzima,'® que es la transferencia de a-galactosa
desde UDP (UDP-Gal) hasta su aceptor lactosa (LAT) formando una unién glicosidica a1-4.
Esta GT-ret difiere de OtsA en su tipo de plegamiento y en que muestra un motivo DXD
junto a un metal divalente necesario para la catdlisis. En este estudio fue modelado el
mecanismo de ataque frontal y también el mecanismo de doble desplazamiento. Para el
primero se encontré que la sustitucién nucleofilica ocurre en una Unica etapa con una
barrera de energia de 14.6 kcal/mol (a nivel QM(M05-2X/TZVP//BP86/SVP)/MM(CHARMM))
sin pasar por un intermedio UDP—oxocarbenio (Figura 12b). En esta especie, las distancias
UDP(O3B)-Gal(C1‘), LAT(04)-Gal(C1‘) y UDP(O3B)-LAT(HO4) son de 3.12 A, 218 Ay
1.36 A respectivamente. Otras importantes conclusiones de este trabajo indicaron que el
mecanismo de ataque frontal es altamente disociativo, el enlace UDP-Gal se rompe
temprano en la reaccion mientras el aceptor se aproxima lentamente al carbono anomérico
de la galactosa (C1°). Desde el inicio de la reaccion esta presente la interaccion entre
UDP(O3B)-LAT(HO4)= 1.67A por lo que el aceptor ya esta bien posicionado para que UDP
lo active y para facilitar la ruptura del enlace UDP-Gal. Por ultimo, la transferencia de
LAT(HO4) hasta el grupo UDP ocurre simultaneamente con la formacién del enlace
glicosidico pero asincronicamente a la ruptura UDP(O3B)-Gal(C1‘). Ademas de la
importante interaccion UDP(O3B)-LAT(HO4) que es necesaria para la activacion de
nucledfilo, existen otras interacciones entre sustratos que se sefialaron como claves en este
mecanismo: UDP(O3B)-LAT(HO3) y UDP(O1B)-Gal(HO2). Ambos enlaces hidrégenos
facilitan la salida de UDP y son parte de la estrategia de catdlisis asistida por sustratos.

Por otra parte, todos los intentos por encontrar un CGE fallaron. Aunque la coordenada de
reaccion que se usO para simular la reaccion consiguié aproximar al posible nucledfilo
(GIn189) hasta quedar a 1.58A del carbono anomérico, la optimizacion de esta estructura
colapso al reactante.

En resumen, aunque OtsA y LgtC poseen diferentes plegamientos, diferentes sustratos y
distintas arquitecturas estructurales en el sitio activo, se encontré que ambas siguen un
mecanismo de ataque frontal que involucra la formacion de especies oxocarbenio. En el
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primer caso, la especie oxocarbenio fue caracterizada como un intermedio de alta energia y
de muy corta vida en el que el UDP esta a 2.85 A del carbono anomérico mientras que en
LgtC, la especie oxocarbenio es caracterizada como un TS exhibiendo por consiguiente, el
valor mas alto de energia a lo largo del perfil con el UDP ubicado a 3.12 A del carbono
anomérico. En este mecanismo, la salida de UDP ocurre de manera asincronica al ataque
del aceptor, algo que Lairson et. al ya habian anticipado en su trabajo de analogias
mecanisticas entre enzimas modificadoras de carbohidratos.” Un mecanismo que pase a
través de un intermedio CGE no fue abordado en el caso de OtsA debido a que esta enzima
carece de un residuo en el sitio activo que pueda llevar a cabo esta funcidon. Aunque en
LgtC si existe un residuo nucleofilico que podria formar tal intermedio, la simulacién de esta
reaccion no condujo a tal especie; es posible que la interaccion estable que forma GIn189
con LAT (GIn189(NH1)-LAT(O6)), reduzca la habilidad nucleofilica de este residuo. Cabe
mencionar que experimentos adicionales realizados por Gémez et. al., les permitieron
concluir que GIn189 estabiliza a la especie oxocarbenio a través de la interaccion
GIn189(OE1)-Gal(C1).

Mas tarde, la enzima a3-GalT perteneciente a la familia GT6 y de plegamiento GT-A fue
estudiada también en nuestro grupo dentro de la tesis de H. Gémez."**"*' Esta enzima
cataliza la transferencia de galactosa desde UDP-Gal hasta LAT formando el enlace
glicosidico a1-3 y ademas, posee un residuo nucleofilico bien posicionado, el Glu317, que
podria llevar a cabo la formacion del CGE.
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Figura 13. Representacion del sitio activo de a3GalT obtenido desde distintas simulaciones del mecanismo de
ataque frontal: (a) el intermedio CGE," (b) el intermedio CGE'® y (c) el intermedio oxocarbenio identificado
como un IP UDP—oxocarbenio.™

La formacion del CGE ocurre en la primera etapa del mecanismo a través de un TS1 que
representa una barrera energética de 15.1 kcal/mol (nétese que esta barrera en realidad
corresponde al promedio de varias barreras que se obtuvieron a partir de varias
conformaciones del complejo de Michaelis provenientes de una dinamica molecular).’®* El
TS1 muestra las siguientes distancias: UDP(O3B)-Gal(C1‘)= 3.18 A, LAT(03)-Gal(C1)=
2.85 Ay Glu317(OE2)-Gal(C1‘)= 2.60 A; la distancia entre LAT(HO3)-UDP(O3B) es de 1.58
A, 2.48 A mas cercana que en el reactante lo cual nuevamente muestra el importante papel
de esta interaccion durante la ruptura del enlace UDP-Gal. Resulta evidente que en el TS1,
LAT(O3) aun no esta lo suficientemente cerca de C1‘ para atacar a pesar de que LAT(HO 3)
ya se ha orientado hacia UDP. En el CGE (Figura 13a), la distancia UDP(O3B)-Gal(C1‘)=
3.95 A LAT(03)-Gal(C1)= 3.09 A y Glu317(OE2)-Gal(C1)= 1.56 A. Mientras tanto, la
distancia LAT(HO3)-UDP(O3B) permanece casi invariante en 1.59 A La subsecuente
ruptura del CGE para formar el producto ocurri6 con una barrera de energia de 15.9
kcal/mol.

En este trabajo también se estudid el mecanismo de ataque frontal, definiendo una
coordenada de reaccion diferente que lleva a un TS1 con una barrera energética de 16.2
kcal/mol. En el TS1, las distancias que separan a UDP(O3B), Glu317(OE2) y LAT(O3) del
carbono anomérico son de 2.48 A, 3.16 A y 2.87 A, respectivamente; mientras la distancia
LAT(HO3)-UDP(HO3) es de 1.63 A. UDP esta aun cerca del C1‘ por lo que serian
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necesarios algunas reorganizaciones para conseguir que el aceptor se posicione
correctamente. En orden a conseguir estas reorganizaciones, parece ser que la estrategia
de la enzima es formar una especie intermedia que en este mecanismo seria un IP muy
poco profundo o de alta energia y probablemente de muy corta vida. La distancia que
separa a UDP(O3B), a Glu317(OE2) y a LAT(O3) del carbono anomérico en esta especie es
de 3.40 A, 2.51 Ay 2.79 A, respectivamente; mientras la distancia LAT(HO3)-UDP(O3B) ha
decrecido ligeramente hasta 1.57 A. (Figura 13c) Finalmente, el TS2 aparece con una
barrera energética de 16.3 kcal/mol. La superficie de energia potencial es bastante plana lo
cual dificulta la caracterizacién de las especies oxocarbenio que surgen luego de que el
enlace UDP-Gal se rompe. Sin embargo, los resultados apuntan a que un intermedio de
reaccion es necesario en orden a lograr una adecuada orientacion de LAT. Cabe destacar
que aparte de la interaccién UDP(O3B)-LAT(HO3), sélo hay una interaccion mas que podria
contribuir a la catalisis asistida por sustratos; la interaccién intra-sustrato dador UDP(O1B)-
Gal(HOZ2") que por cierto, también fue observada en LgtC. En este trabajo también se
estimaron las contribuciones electrostaticas que el sustrato aceptor LAT podria brindar en
a3Gal-T y en LgtC, encontrandose que en a3Gal-T la estabilizacién es muy pobre y en LgtC
es notablemente buena. Adicionalmente, se calcul6 esta misma estimacion para los
residuos nucleofiicos de estas enzimas, Glu317 y GIn189, encontrandose ahora que
Glu317 estabiliza notablemente la salida de UDP mientras GIn189 contribuye
discretamente. Basandose en estos resultados, se concluye que debido a la limitada
estabilizacion proporcionada por LAT en la enzima a3GalT, es necesaria una especie
adicional que facilite la ruptura nucledtido-azucar. De esta manera, el rol de Glu317 en la
cara B de Gal es estabilizar la especie oxocarbenio, estrategia que bautizaron como
catalisis asistida por nucledfilo.® Es importante afiadir que al igual que GIn189 interacciona
con LAT en LgtC, en a3GalT existe la interaccion Glu317(OE1)-LAT(HO4). Una de las
preguntas que se intenta responder en esta tesis es: ¢la posicion estructuralmente analoga
que ocupa Glu317 y GIn189 esta exclusivamente relacionada con la estabilizacion de la
especie oxocarbenio o podria relacionarse también con el sustrato aceptor?, si es asi ;,qué
implicancias mecanisticas tendria esto?. Esta discusion se retomara mas adelante.

En el mismo afo, Rovira et. al. estudiaron también la enzima a3GalT simulando en un caso
la ruptura del enlace UDP(O5)-C1 y la formacion del enlace glicosidico LAT(O3)-C1, y en el
segundo caso las dos distancias anteriores mas la deprotonacion UDP(O5)-LAT(O3'H). En
ambas simulaciones la galactosa colaps6 con el Glu317 formando el CGE. La formacién del
CGE ocurre con una barrera de 23.0 kcal/mol y la estructura asociada a esta barrera
muestra distancias UDP(Op)-Gal(C1)= 2.22 A, LAT(O3")-Gal(C1)= 2.50 A y Glu317(0)-
Gal(C1)=3.06 A. Lamentablemente, la distancia LAT(O3‘H)-UDP(Op) no pudo ser
encontrada pero se verifica que la interaccion sdlo se formo en el intermedio CGE (Figura
13 b). De hecho, parece ser que la formacion de este intermedio permite una reorganizacion
que logra posicionar al LAT(O3'H) en una adecuada orientacion con respecto a UDP para
que éste pueda actuar como base catalitica. Después de que el enlace Glu317(0)-C1 se
rompe, la galactosa se mueve hasta el aceptor formandose el nuevo enlace glicosidico con
una barrera de energia libre de 13.0 kcal/mol. Resulta curioso que la simulacion que incluyé
entre sus variables a la distancia LAT(O3'H)-UDP(Op) haya también colapsado al CGE,
aunque también es légico que bajo una configuracion en la que UDP no interacciona con
LAT(O3'H) desde el principio, la formaciéon del CGE sea la unica manera de facilitar la salida
de UDP.
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Cabe mencionar que cuando esta tesis ya se encontraba en desarrollo, Bobovska et. al."*
abordaron el estudio de otro miembro de la familia GT6, la enzima GTB, encontrando que
ambos mecanismo son posibles, el de doble deslazamiento y el mecanismo de ataque
frontal. También sugieren que el principal rol de Glu303 (analogo a Glu317) podria ser la
estabilizacion de la especie oxocarbenio evitando asi la hidrdlisis, ademas de posicionar
adecuadamente el aceptor para el ataque nucleofilico. Esto ultimo ya habia sido sugerido en
algunos trabajos experimentales®'® y también en dos de los trabajos computacionales de
nuestro grupo sobre a3GalT incluidos en la tesis de H. Gomez. "™

Posteriores estudios computacionales sobre Kre2p/Mnt1p''® y ppGalNAcT2,"""""2"%* han
mostrado que estas enzimas siguen un mecanismo de ataque frontal o tipo-Syi que implica
la formacion de una especie intermedia oxocarbenio de alta energia.

En resumen, durante los ultimos anos el mecanismo de ataque frontal ha ido ganando
aceptacion gracias a los estudios experimentales y computacionales que lo apoyan. La
posibilidad de un mecanismo de doble desplazamiento dentro de la familia GT6 no se puede
descartar completamente pues por una parte, la evidencia experimental no resulta
concluyente y por otro lado, los estudios computacionales han indicado que este camino es
energéticamente accesible para miembros de la familia GT6 en las que la interaccion
nucleoétido-NUC no se ha establecido en el complejo ternario a partir del cual se inicia el
estudio de reactividad.
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2 Objetivos

Los carbohidratos son conocidos por llevar a cabo tareas esenciales en importantes y
diversos procesos biolégicos. En los organismos vivos, la modificacién organizada de los
carbohidratos la llevan a cabo enzimas como las GHs, las fosforilasas y las GTs, lo cual da
origen a la enorme diversidad de oligo y polisacaridos encontrados en seres vivos. Los
mecanismos cataliticos que usan las GHs o las GTs-inv han sido estudiados y establecidos,
sin embargo el mecanismo catalizado por las GTs-ret aun es un area en la que existen
algunos interrogantes respecto a los detalles mecanisticos.

El mecanismo de reaccién de las GTs que catalizan la transferencia del azucar
manteniendo la configuracion del carbono anomérico es un area dificil de abordar desde un
punto de vista experimental y computacional. En primer lugar, los estudios estructurales y
mecanisticos requieren de cantidades suficientes de formas activas de estas enzimas, sin
embargo la obtencion y purificacion de formas activas es bastante complicada ya que se
trata de enzimas asociadas a membranas. Las técnicas experimentales que fueron
sistematicamente aplicadas con éxito sobre las GHs, no han conducido a resultados
concluyentes en las GTs, por lo que no existe evidencia sistematica para un mecanismo
general en las GTs-ret. Sin embargo, esto no significa que algunos experimentos cinéticos
puedan funcionar en algunas enzimas, y en este contexto la propuesta de ataque frontal ha
ido ganando credibilidad durante los dUltimos afos. Adicionalmente, los analisis
bioinformaticas muestran que no hay una arquitectura conservada en la cara B del azucar
en la que se esperaria encontrar un residuo nucleofilico para la formacion del CGE, por lo
que resulta desafiante asignar roles a los residuos de esta region. Creemos que un
entendimiento detallado de esta region de la enzima es fundamental para completar la
vision general del mecanismo catalitico GTs-ret. Debido a lo anterior, los interrogantes que
se busca responder son: 1. jhay un mecanismo catalitico general para la sintesis del enlace
glicosidico con retencion de la configuracion catalizado por las GTs-ret?, 2. ;Por qué los
residuos de la cara 3 del azlucar que se transfiere no son conservados en las GTs-ret? y 3.
¢, Cual es el rol de estos residuos en el caso de estar presentes?

Para responder estas preguntas se plantean los siguientes objetivos generales y
especfficos.
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21 Objetivos Generales

Dar nueva informacién acerca de las estrategias mecanisticas usadas por las GTs-ret para
sintetizar el enlace glicosidico con retencion de la configuracion del carbono anomeérico.

2.2 Objetivos Especificos

1. Modelizar el complejo de Michaelis de la enzima en presencia del sustrato aceptor y
dador.

2. Construir mutantes in silico a partir de los complejos de Michaelis modelizados.

3. Simular el mecanismo de ataque frontal y el mecanismo de formacion del CGE
usando los diversos modelos obtenidos (enzimas nativas y mutantes), y caracterizar
los puntos estacionaros del mecanismo.

4. Identificar las interacciones y residuos que modulan las barreras energéticas en los
diferentes modelos estudiados.

5. Analizar los factores que contribuyen a la catalisis, haciendo un enfoque especial en
los residuos que ocupan la cara 3 del azucar.
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3 Fundamentos y Métodos Teoricos

3.1 Mecanica Molecular

Cuando se necesita obtener la superficie de energia potencial a partir de la energia
electronica para una determinada configuracién nuclear, uno de los problemas con los que
se encuentran los quimicos computacionales es seleccionar el nivel de teoria adecuado
para el problema que se desea estudiar.’®® Ademas, si se trata de sistemas muy grandes
como enzimas o proteinas (> 30000 atomos), los métodos cuanticos son prohibitivos en
tiempo y recursos computacionales, incluso cuando algunos electrones son omitidos
explicitamente como en las aproximaciones semiempiricas. '

Los métodos de Campo de Fuerzas (FF derivado del inglés Force Field), abordan el calculo
de la energia electronica escribiéndola como una funcion paramétrica de las coordenadas
nucleares y ajustando estos parametros a datos experimentales o computacionales ab
initio."”®" [Jensen, pp22-24] Dado que los electrones no son considerados como particulas
individuales (tratamiento no explicito), toda la informaciéon del sistema debe ser conocida
(longitud de enlaces, angulos de enlace, etc) pues no se resolvera una ecuacion electrénica.
En el caso de que se estudie un fendmeno independiente del tiempo, el problema se reduce
a calcular la energia de una determinada geometria (minimizacion). En un campo de
fuerzas, las moléculas se conciben como esferas unidas por resortes, considerando
distintos tamanos y longitudes de enlace, respectivamente.

El fundamento de los métodos FF, también conocidos como Mecanica Molecular (MM), se
basa en la observacién de que las moléculas tienden a estar compuestas de unidades que
son estructuralmente similares en diferentes moléculas. Por ejemplo, la longitud del enlace
C-H es aproximadamente constante en todas las moléculas, tomando valores entre 1.06 y
1.10 A. Las vibraciones de estiramiento del enlace C-H también son similares, entre 2900 y
3300 cm™, lo cual implica que las constantes de fuerza C-H también son comparables.
Adicionalmente, si los enlaces C-H son subdivididos en distintos grupos, esto es: un
carbono involucrado en un enlace simple, doble y triple, la variacién dentro de cada uno se
hace aun mas pequefa. Este concepto de transferibilidad también se aplica a
caracteristicas energéticas. Al graficar los calores de formacién de alcanos lineales, por
ejemplo: CH;3(CH,),CHs, en funcion de la longitud de la cadena (n), se produce una linea
recta que indica que cada grupo CH, contribuye esencialmente con la misma cantidad de
energia.””” Asi, en los FF la idea de transferibilidad es implementada a través de los tipos
de atomos, los cuales dependen del numero atémico y el tipo de enlace quimico en el que
esta involucrado. Entre los FF mas utilizados en la modelizaciéon de proteinas, acidos
nucleicos, lipidos y carbohidratos se encuentra: AMBER,*®"* CHARMM,**'*" OPLS™*'* y
GROMOS. "™
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La energia del campo de fuerza (ecuacion 1) se escribe como una suma de términos, cada
uno de ellos describiendo la energia necesaria para distorsionar a la molécula en una
manera especifica. Esto es; energia de estiramiento, primer término de la ecuacién 1;
energia de deformacién angular, segundo término de la ecuacion 1; energia torsional, tercer
término de la ecuacion 1; energia de términos impropios, cuarto término de la ecuacion 1;
energia de interacciones no enlazantes, quinto término de la ecuacion 1; y un segundo
término para interacciones no enlazantes, el potencial de Coulomb. La coleccién de
funciones que conforman la funcion de energia potencial y el conjunto de parametros que
ajustan cada una de estas funciones, constituyen un método FF. A continuacion se dan
algunas ideas basicas de las expresiones que se utilizan para calcular el valor de la funcion
de energia potencial.

3.1.1 Funcién de Energia Potencial

La mecanica molecular (MM) trata al sistema como un conjunto de cargas puntuales con
radio que interaccionan entre ellas a través de potenciales que dependen de varios
términos. Una expresion tipica de la energia potencial se da a continuacion:

U(Ej: > K pob )y Y %(9—90)2+ SV, [1+cosiny -s)+ ¥ ki;p (0—0.)

enlaces angulos torsion impropios
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[3.1]

Como se observa en la expresion precedente, la funcion de energia potencial incluye una
coleccioén de funciones simples que dan cuenta de un conjunto minimo de interacciones que
pueden describir la estructura molecular. En esta expresion, b representa la distancia de
enlace, 6 es el angulo de enlace, y es el angulo diedro, ¢ es el angulo impropio; r;; es la

distancia entre los atomos iy j; ky, bo, ke, o Kinp, ®o, Vi, N'y O son los parametros de un
campo de fuerzas y dan cuenta de la constante de fuerza de enlace, distancia de enlace en
equilibrio, constante de fuerza de angulo de enlace, valor de equilibrio del angulo de enlace,
constante de fuerza del angulo impropio, valor de equilibrio del angulo impropio, constante
de fuerza del angulo de torsion, multiplicidad y fase del angulo, respectivamente. Los
parametros no enlazantes incluyen las cargas atémicas q;, y {; que es la distancia finita a la
que la interaccion no enlazante entre las particulas neutras es nula. Por ultimo, €, y €; son la
constante dieléctrica del vacio y la profundidad del pozo, respectivamente.'*

Enlaces, angulos y deformaciones fuera del plano (angulos diedros e impropios), son
descritos por funciones armonicas con la excepcion de los angulos diedros que son
descritos por un término sinusoidal. Las interacciones no enlazantes se tratan con el
potencial de Lennard-Jones (LJ) para describir la repulsion entre los atomos y las
interacciones de dispersion, y con el potencial couldbmbico para tratar las interacciones
electrostaticas.

37



3.1.2 Analisis de los Términos de la Funcion de Energia Potencial

i.  Estiramiento y contraccion de la energia de enlace: Z I(—b(b ~b, )

enlaces

Esta expresién analiza la energia asociada a la desviacion de una distancia de referencia
sobre todos los pares de atomos directamente enlazados. La eleccién mas simple para
modelar este término de la funcién potencial es el oscilador arménico para cada enlace.

al ar 1 0
Ui,lj ¢ =5kI,J (bi,j _bI,J )2 [3.2]

Donde j,j representan a los atomos iy jy las letras mayusculas /'y J representan parametros
de los atomos iy j. k;, es la constante de fuerza asociada al enlace y da cuenta del costo

energético que implica alejarlo de la posicion de referencia bl",J .

k
i.  Deformacion del angulo de enlace: Z -2 (0-86,)

angulos

Esta expresioén tiene relacion con la deformacion del angulo de enlace formado entre tres
atomos y se calcula utilizando la siguiente funcién para cada angulo:

1 2

def

Ui,?,k :EkI,J,K<Hi,j,k _elo,J,K) [3.3]

en donde k,,x es la constante de fuerza asociada a la deformacion del angulo de enlace y

o]
por ende, indica el costo energético de deformar tal angulo ('9I JK,

ii.  Deformacion torsional: > Vo [1+cos(ny —5)]

torsion

Esta expresion se relaciona con la rotacion alrededor del enlace 2-3, a los cuales se unen
los atomos 1y 4, respectivamente (1-2-3-4). Para determinar la contribucion de este término
a la energia potencial para cada diedro, se utiliza una serie de Fourier truncada:

U =%i\%[1+cos(n;(—5)] [3.4]

n=0

Donde V, esta relacionado con la barrera rotacional alrededor del enlace, el parametro n
determina la multiplicidad (numeros de minimos de la funcién a lo largo de una rotacion de
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360°), y y es el angulo diedro formado entre la secuencia de atomos i, j, k, I. & es el
parametro que indica la fase del angulo diedro.

iv. Términos no enlazantes

Las interacciones no enlazantes son las que consumen mayor tiempo en un calculo y es por
esto que para sistemas grandes éstas sumas son truncadas dejando fuera los pares de
atomos que se encuentren a una distancia mayor a un valor arbitrario denominado radio de
corte o cut-off. Existen varios métodos que se usan para abordar el célculo de estas
interacciones. En el caso de las interacciones de van der Waals (vdW) se utiliza el potencial
de Lennard-Jones 12-6, el cual cae rapidamente segun r® y r'? en el caso de las fuerzas
atractivas y repulsivas, respectivamente (ecuacion 3.5). Por otra parte, las interacciones
electrostaticas no disminuyen rapidamente con la distancia (ecuacion 3.6). Existen distintos
métodos que permiten llevar a cabo este calculo mas eficientemente, siendo uno de los mas
simples el uso de un cut-off de forma similar a como se hace con las interacciones de vdW.
Sin embargo, debido a que estas interacciones son de alto rango se suelen aplicar otros
métodos mas sofisticados que incluyen el método PME'"’ (del inglés Particle Mesh Ewald) o
el algoritmo multipolo."®

a. Interacciones de van der Waals

Cada término de esta expresion es la suma de las interacciones atractivas débiles entre
atomos distantes (fuerzas de dispersion de London) y las interacciones repulsivas entre
atomos que se han acercado demasiado (Fuerzas de Pauli). Los campos de fuerza calculan
este término con el potencial de Lennard-Jones 12-6.

aw Oij ’ Oij 6 [3.5]
U™ —4g || 2| |2 :

B r;

En esta expresion no estan incluidos los pares de atomos i-j enlazados. Las distancias entre

- -

r; =|Ir—r

los pares de atomos i-j se calculan como Los parametros de las
interacciones no enlazantes incluyen la profundidad del pozo o minimo en la curva de
energia de interaccion, ¢; y la distancia a la que la energia es cero, {; usado para el
tratamiento las interacciones de van der Waals (vdW). Usualmente, ¢; y {; se obtienen para
los tipos de atomos individuales y luego se combinan a través de reglas para obtener los
parametros ¢; y {;. Por ultimo, suponiendo que se trata de un calculo en presencia de
solvente explicito, &, representa la permitividad.’*® El potencial de LJ se aproxima
rapidamente a 0 a medida que r; aumenta, y usualmente es trucado a 0 luego de pasar el
radio de corte.

b. Interacciones electrostaticas

Cada término de esta expresion es la suma de las interacciones electrostaticas entre pares
de atomos, y su contribucién a la energia total se calcula a través de la ley de Coulomb.
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4:4;

4re,r; i

U elec — [36]

En donde ¢, es la constante dieléctrica en el vacio.

En resumen, la ventaja principal de los métodos de FF es la rapidez con la que una
determinada simulacion puede ser realizada, lo cual permite aplicar estos métodos al
estudio y modelizacion de macromoléculas como proteinas y ADN. Para sistemas con
buenos parametros disponibles, es posible hacer buenas predicciones de geometrias y
energias en un tiempo corto. Sin embargo, si no se dispone de parametros adecuados o
éstos son de poca calidad, la aplicacién de estos métodos FF se vera limitada. ™’

3.2 Métodos de la Quimica Cuantica

Si se requiere describir la distribucion electronica explicitamente por ejemplo, una reaccion
quimica, procesos de transferencia electronica, etc, no hay otra opcién que la mecanica
cuantica (QM del inglés Quantum Mechanics)

Los postulados de la mecanica cuantica establecen que la denominada funcion de onda, Y,

define el estado de cualquier sistema y que operadores apropiados actuando sobre
daran el valor de la propiedad observable del sistema (valor propio) asociado a ese
operador. La notacion matematica para esto, también conocida como ecuacion de valores
propios, se da a continuacion utilizando el operador Hamiltoniano, por lo que corresponde a
la ecuacion de Schrédinger.

AY, =E,¥, [3.7]

E; es la energia total del estado descrito por la funcién de onda ‘¥, y H es el Hamiltoniano.

La forma tipica del operador Hamiltoniano independiente del tiempo y sin considerar efectos
relativistas, incluye 5 términos que contribuyen a la energia total del sistema: la energia
cinética de electrones y nucleos, la atraccion entre electrones y nucleos y las repulsiones
interelectronicas e internucleares:

e’ e’Z,Z,

Z +y L [3.8]

2
2mk ik Tk i) lj ka

'q=—Z

en donde i y j abarcan a todos los electrones, k y / abarcan a todos los nucleos, 7 es la
constante de Planck dividida por 21T, m. es la masa del electron, my es la masa del nucleo k,

2 . ’ ’ ’ .
Vies el operador Laplaciana, e es la carga del electrén, Z es el numero atomico y ry es la
distancia entre las particulas i y k. Dado que la ecuacion 3.7 es matematicamente inviable
para sistemas polielectrénicos, comunmente se asumen algunas aproximaciones que
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permiten abordar su resolucién. La primera y mas importante de estas se conoce como
aproximacioén de Born-Oppenheimer, en la que se asume que es posible separar el
movimiento electrénico del movimiento nuclear debido a que los protones y los neutrones
son aproximadamente 1800 veces mas pesados que los electrones, por lo que el
movimiento de éstos es bastante mas rapido que el movimiento nuclear en si mismo.'*
Bajo la aproximacion de Born-Oppenheimer, la parte electronica de la funcién de onda
puede desacoplarse de la parte nuclear y dado que las particulas nucleares se consideran
fijas, la energia cinética nuclear es nula y sdlo existe un término para su energia potencial.

A f’
Helec :_Z V?—z;

om,

+Y =T, +V +V, [3.9]
e il

e’Z, e’
j

La ecuacion 3.9 solo contiene 3 términos (ver ecuacion 3.8) que describen la energia

cinética de los electrones (Te), la interaccion atractiva electron-proton @Nfe) y la repulsion

electron-electron (\/ee). Cabe destacar que sin la aproximacién Born-Oppenheimer no

existiria el concepto de superficie de energia potencial o PES (del inglés Potential Energy
Surface). La PES es la superficie que define la energia electrénica sobre todas las posibles
configuraciones nucleares y se obtiene de la siguiente manera:

UR)=E,, (R)+V,_y(R) [3.10]

elec

donde U (Ii) es la energia total del sistema asumiendo que los nucleos tienen posiciones

fijlas en una configuracion nuclear R . A pesar de las ventajas que ofrece esta aproximacion,
aun se ha de resolver el término de correlacion electron-electron, el cual es bastante
complicado. A continuacion, se resumiran los métodos que mas se utilizan para tratar con
sistemas polielectrénicos. Los métodos en los que la estructura electronica es calculada a
partir de la ecuacion de Schrddinger y las constantes fisicas fundamentales se conocen
como métodos ab initio (del latin, desde el principio). En el caso de utilizar datos
experimentales, se habla de métodos semiempiricos

3.2.1 El Método Variacional

Uno de los métodos mas utilizados para obtener una aproximacioén a la energia del estado
fundamental de un sistema con un Hamiltoniano independiente del tiempo es el método
variacional. Este método se basa en el teorema variacional o teorema de Eckart que
establece que si @ es cualquier funciéon normalizada de las coordenadas de las particulas
del sistema que se comporta bien y que satisface las condiciones de contorno del problema:
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W = (ofA|e) > E, [3.11]

en donde E, es la energia exacta del estado fundamental del sistema, o en otras palabras,

A

el valor propio mas bajo de H, W se conoce como integral variacional. Este teorema
establece que para cualquier sea @ (o funcion de prueba), el valor medio que se obtiene

cuando H opera sobre @ siempre sera mayor o igual que la energia del estado
fundamental, E,. Si estos valores llegaran a coincidir, entonces ® también coincidiria con
Y, y el valor medio calculado corresponde efectivamente a E,.

3.2.2 El Método Hartree-Fock

El método Hartree-Fock (HF) es un método variacional. Como ya se ha mencionado antes,
la ecuacion de Schrodinger no puede ser resuelta exactamente para un sistema con N-
electrones y se deben utilizar aproximaciones. La aproximacion mas simple es considerar
que los N-electrones son independientes y generar una funcion de onda N-electrénica
representada por el producto antisimétrico de N funciones mono-electrénicas u spin-
orbitales, y;. El producto antisimétrico de los spin-orbitales se conoce también como

determinante de Slater. La funcién mono-electrénica u orbital es el producto de una funcion
espacial ¢, dependiente de coordenadas espaciales y una funcion de spin, a(s) o B(s). Para

construir el determinante de Slater debe escogerse un conjunto de spin-orbitales, y es muy
conveniente que este conjunto sea ortonormal. La aproximacion fundamental que subyace
este método es que cada electrén se mueve en un campo eléctrico promedio creado por el
resto de los electrones. Luego, el procedimiento de optimizacion de spin-orbitales para
todos los electrones se realiza sujeto a la restriccion de ortonormalidad, lo que quiere decir
que las expresiones seran derivadas haciendo que los spin-orbitales cumplan las siguientes
condiciones:

[l (g, (ndr =4, [3.12a]
(aler) = (A1) =1
(]8) = (Bler) =0 10

Esta aproximacion es la mas simple y comun, aunque debe ser dicho que hay otras
aproximaciones que no asumen esta restriccidon pero sustancialmente mas complejas.

Aplicando el teorema variacional, el valor de expectacion del Hamiltoniano resultante sera el
mas bajo que se puede obtener para una funcién de onda mono-determinantal. La ecuacion
de HF tiene la siguiente forma:
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fri=ex [3.13]

en donde f es el operador de Fock, un operador mono-electrénico, que incluye el potencial

medio que los electrones y el nucleo crean sobre un electron; y,son los spin-orbitales
candnicos y €; es la energia del i**™ spin-orbital. Dado que en la ecuacion 3.13 el operador
de Fock depende de los spin-orbitales que se busca determinar, la ecuacion se debe
resolver iterativamente, lo que se conoce como técnica de campo auto-consistenta o SCF

(del inglés Self-Consistent Field).

3.2.21 Aproximacion LCAO y las Ecuaciones Roothaan-Hall

Hasta ahora, las aproximaciones mencionadas son puramente formales y las ecuaciones de
HF son ecuaciones integro-diferenciales. En 1951 Roothaan y Hall propusieron usar un
conjunto base de orbitales a través de la expansion de los orbitales usando la Combinacion
Lineal de Orbitales Atémicos o LCAO (del inglés Linear Combination of Atomic Orbitals), lo
cual conduce a un conjunto de ecuaciones algebraicas que se puede resolver con métodos
matriciales del algebra lineal. Los orbitales moleculares se expanden como:

(Di = chiqpy [3'14]
Vi

donde las ¢, son las funciones de base. La implementacion de la aproximacion LCAO en la
ecuacion 3.13 da lugar a las ecuaciones de Roothaan-Hall. Esto transforma las ecuaciones
HF 3.13 derivadas del método variacional en ecuaciones lineales en las que los parametros
variacionales son los coeficientes ¢, de la expansion 3.14. Antes de aplicar esta
aproximacion se debe decidir si adoptar o no una restriccion de spin. Para sistemas con
numero par de electrones en su estado fundamental, capa cerrada, se adopta la restricciéon
de spin o RHF (del inglés Restricted Hartree-Fock); para sistemas de capa abierta se puede
escoger mantener la restriccion de spin, método conocido como restriccion de spin de capa
abierta o OSRHF (del inglés Open-Shell Restricted Hartree-Fock), o no adoptar una
restriccion de spin, en cuyo caso se habla de método HF no restringido o UHF (del inglés
Unrestricted Hartree-Fock). Teniendo esto en cuenta y asumiendo una restriccion de spin
para sistemas de capa cerrada, a continuacién se da la expresion matricial de la ecuacion
3.13, lo cual conduce a las ecuaciones de Roothaan-Hall:

FC = SCE [3.15]

En donde F es la representacion matricial del operador de Fock en el conjunto base de
orbitales, C es la matriz de los coeficientes de la expansion para la correspondiente ¢, S es
la matriz de solapamiento y E es la matriz diagonal de las energias ¢ de los orbitales. Los
elementos de la matriz de Fock son:
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R =4,

f‘¢y> = Hf;‘re +Gvy = H\(Zre +Z Pﬂ,o’GVyﬂJ [3'16]
Ao

en donde H” y G, son las representaciones matriciales de las partes mono- y bi-
electronicas, respectivamente, del operador de Fock. Los elementos de H ' son las

integrales mono-electrénicas H y G, depende de las integrales bi-electronicas y

v ?

también de los coeficientes; G, ,,_ contiene a las integrales bi-electrénicas y P,; es un

VUAC

elemento de la matriz densidad P, los cuales dependen de los coeficientes ¢, y ¢y, sSegun la
siguiente ecuacion:

N

% * [3.17]
P/w = 22 CCob

b

La expresion de energia es la siguiente:

E, = %ZZ P, (H= +F,) [3.18]
voou

Luego de que se define la matriz densidad de prueba, F se calcula y la ecuacion matricial
puede ser resuelta iterativamente hasta que la energia converge dentro de la precision
deseada.”

El limite HF se define como aquellas soluciones de las ecuaciones HF que se obtendrian al
utilizar un conjunto de bases infinito. Dado que esto no es una posibilidad real, algunas
veces el limite HF puede ser extrapolado con validez aceptable." Utilizando un conjunto de
base lo suficientemente grande, el método HF podria proporcionar hasta el 99 % del total
de la energia electrénica.” Dado que el limite HF es imposible de llevar a la practica, el
conjunto de funciones de base es truncado hasta un nimero finito de funciones de base que
se escogen en dependencia de la naturaleza quimica del proceso que se desea estudiar.
Un conjunto minimo de funciones de base contiene sélo una funcién por orbital atdbmico. Sin
embargo, existen conjuntos de base mas grandes en los que se pueden utilizar dos o tres
funciones para describir un orbital atomico, conjuntos doble-C y ftriple-(, etc,
respectivamente. Adicionalmente, también se puede considerar la distorsion de orbitales
atdmicos afiadiendo funciones de polarizacion. Por ultimo, otras caracteristicas quimicas
asociadas a especies anidnicas o radicales pueden ser consideradas al anadir funciones
difusas que describiran de una mejor manera el comportamiento de aquellos electrones mas
distantes del nucleo.

Como se menciono al principio del parrafo anterior, la consideracién de un conjunto base lo
suficientemente grande podria proveer hasta el 99 % de la energia electronica total. EI 1 %
restante representa la energia de correlacion electronica, la cual corresponde a la diferencia
entre la energia exacta no relativista del sistema y la energia correspondiente al limite HF.
La mayor limitacion de la teoria HF que se construye en base a las ecuaciones de
Roothaan-Hall, es la naturaleza mono-electronica del operador de Fock que no permite
considerar la correlacién electronica debido a que cada electrén ve a todos los demas como
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un campo eléctrico promedio. Muchos esfuerzos han sido realizados para incluir la E,,- en
los llamados métodos post-HF (por ejemplo: los métodos Moller-Plesset, Coupled Cluster).
Ademas, los métodos basados en la Teoria de los Funcionales de la Densidad o DFT (del
inglés Density Functional Theory) (seccion 3.2.3) también abordan el calculo de la energia
de correlacion.

3.3 La Teoria de los Funcionales de la Densidad

Los calculos convencionales de las propiedades de moléculas basados en la resolucién de
la ecuacién de Schrodinger tienen una alta complejidad matematica debido a que involucran
la descripcion del movimiento individual de los electrones. La funcion de onda depende de
una coordenada de spin y tres coordenadas espaciales para cada electron (asumiendo que
los nucleos estan en posiciones fijas), por lo que a mayor numero de electrones, mas
complicado es el problema. Ademas, la funciéon de onda en si misma no tiene un significado
fisico por lo que la pregunta que surge en este punto es: ¢Seria posible determinar la
energia electronica a partir de algun observable fisico de la molécula? Hasta ahora el
Hamiltoniano depende de las posiciones y numeros atomicos de los nucleos y el numero
total de electrones. Al depender del numero total de electrones, es intuitivo suponer que un
observable util seria la densidad electronica, dado que la integracién de la densidad
electrénica sobre todo el espacio, da el numero total de electrones, N:

N = [ p(rydr [3.19]

El establecimiento riguroso de la teoria DFT como una metodologia QM llegé en 1964,
cuando Hohenberg y Kohn probaron dos teoremas criticos. El primer teorema establece
que:

Cualquier observable de una estado estacionario fundamental no degenerado puede ser, en
teoria, exactamente calculado a partir de la densidad electronica del estado fundamental.
En otras palabras, cualquier observable puede ser escrito como un funcional de la densidad
electronica del estado fundamental.

En el lenguaje DFT, los electrones interactuan entre si y con un potencial externo. En las
primeras aproximaciones, este potencial externo era una carga positiva uniformemente
distribuida (el gas electrénico uniforme). Por otra parte, el potencial externo en una molécula
es la atraccion nuclear que viene dada por la expresién habitual. De esta manera, el primer

teorema de Hohenberg-Kohn establece que para un potencial externo especifico (VNe(F)),

las propiedades del estado fundamental de un sistema polielectrénico son exclusivamente
determinadas por la p(F). En este contexto, la energia electronica E, puede ser expresada

como:

E,[00]= [ 9o MV, (N)AF + F[0, (F)] [3.20]
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en dondeVNe(F) corresponde al potencial de energia debida a la atraccion electréon-nicleo y

F[p,(F)] es el funcional universal dado que no dependen del potencial externo:

Floo(M]=T[p, (M]+ [, (D] + E,q [, (1] [3-21]

en donde T[p,(F)] da cuenta de las contribuciones individuales a la energia cinética,

J[p, (F)] se refiere a la interaccién de Coulomb clasica'y E [, (F)] incluye interacciones

electréon-electrén no clasicas que dan cuenta de la energia de correlacion de intercambio y
coulombica, asi como las correcciones de auto-interaccion.

J [Po (F)] tiene una expresion clasica, sin embargo T[,o0 (F)] Yy Eq [,00 (F)] son expresiones

desconocidas. Los primeros intentos de deduccion de funcionales para la energia cinética y
de intercambio consideraron un gas electronico uniforme, una suposicion que podria ser
valida para los electrones de valencia en ciertos sistemas metalicos, pero que resulta
bastante ineficiente para atomos y moléculas.™’

El segundo teorema de Hohenberg-Kohn usa el principio variacional para obtener E[p]y
puede ser expresado como:

La densidad electronica de un estado fundamental no degenerado puede ser calculada
exactamente, en teoria, determinando la densidad que minimiza la energia del estado basal.

E,[o,(M]< [ oV (DA + T oy, 0]+ 3], D]+ By [p,, ] 13221

Este principio prueba que cualquiera sea la densidad de prueba, ésta resultara en una
energia mayor o igual que la energia exacta del estado fundamental. De este modo, para
obtener la densidad exacta del estado basal se tendra que encontrar aquella densidad que
minimice la energia:

[ %;]} 0 [3.23]

Aunque esta ecuacion da una receta para minimizar la energia, sigue existiendo el
problema que genera no tener a priori una expresion exacta para los términos no clasicos

dentro del funcional F[p0 (F)] Ademas, no existe ninguna receta para escoger de una

manera racional una densidad de prueba y por otro lado, no existe una aproximaciéon que
permita calcular la energia directamente a partir de la densidad sin recursos asociados a la
funcién de onda. Tal aproximacion aparecié por primera vez en 1965."*
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3.3.1 El Método Kohn-Sham

El fundamento del uso de los métodos DFT en la quimica computacional fue la introduccion
de orbitales sugerida por Kohn y Sham (KS)."" La idea crucial del método Kohn-Sham es
que toma como punto de partida un sistema ficticio de electrones no interaccionantes que
se mueven bajo un potencial externo (vs(r)), cuya densidad electronica en el estado
fundamental es la misma que la de un sistema real en el que los electrones si interaccionan.
Cuando este potencial externo es aplicado sobre un sistema da una funcién de onda (i, )

que tiene la misma densidad del sistema real. Dado que los electrones no interaccionan, la
aproximacion de orbitales que conduce a las ecuaciones HF, daria un resultado exacto. El
Hamiltoniano de este sistema soélo contiene términos mono-electrénicos y tiene la siguiente
forma:

N

N T I
HS:Z—EVi+ZvS(n):Zh (i) [3.24]

en donde h*®es el Hamiltoniano mono-electrénico Kohn-Sham. La funcién de onda exacta
para este sistema es el determinante de Slater (ecuacién 3.25) y los orbitales moleculares
de este determinante se obtienen resolviendo la ecuacion de Schrodinger (ecuacion 3.26):

1
s =—|x (D x, 2 xy (N 3.25
v N\z()z()z()l [3.25]
[_ LA )} %=z [3.26]

En dondey; ye&; son los orbitales Kohn-Sham y las energias mono-electronicas,

respectivamente. Estas ecuaciones mono-electronicas son resueltas iterativamente y dado
que el Hamiltoniano depende de la densidad electrénica, es necesario tener una densidad
de prueba. Como en el método HF, el procedimiento para resolver estas ecuaciones se

inicia a partir de un conjunto de orbitales moleculares de prueba, {)(i (F)} con los cuales es
posible determinar la densidad electronica de prueba usando la ecuacion 3.27. Esta

densidad sirve para obtener el potencial externo y para resolver subsecuentemente la
ecuacion 3.26, un procedimiento que se repite hasta obtener la convergencia deseada.

Por otra parte, continuando bajo la suposicion de este sistema ideal en el que los electrones
no interaccionan, la densidad y energia cinética exacta toman la forma siguiente:

N

p(F)= () [3.27]

i=1
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Tlel= =52 mlvile) )

Sin embargo, dado que se trata de un sistema modelo, la energia cinética del sistema real,

T[p] es diferente a lo que se muestra en la ecuaciéon 3.28. Para tener en cuenta estas
diferencias, el funcional F[p(F)|] (ecuacién 3.21, se quita el subindice —basumiendo que

seguimos en el estado fundamental) debe ser reformulado definiendo los siguientes
términos:

Flo(P)]=T; [oF)]+ 3[o(F)]+ (T [o(F)]-Ts[o(F)D+ B [o(F)] - [3.29]

en esta ecuacion; Ty [,o(?)] es la energia cinética electronica de un sistema que tiene la
misma densidad del sistema real, pero en el que las interacciones interelectrénicas son

ignoradas; J[p()] es la energia de repulsion Coulombica; T, [o(F)]=(T[p(F)]+ T [o(F)]),
esta expresion es la diferencia entre la energia cinética del sistema real y la del sistema de
referencia, también conocida como energia cinética de correlacion. El ultimo término de esta
ecuacion corresponde a la energia de correlacion e intercambio que combinada con
T [p(F)] conforman la energia de correlacion e intercambio total.

Exclol=(Tlp(F)]-Ts[o(F)) + Epu o (F)] [3.30]

Exc incluye todas las contribuciones a la energia para las cuales no se tiene una expresion
simple en funcién de la densidad electronica: la energia de intercambio, la energia de

correlacion, la porcion de energia necesaria para corregir T [p(F)] y la correccion asociada

al error de auto-interaccion o SIE (del inglés Self-Interaction Error).

Un aspecto basico de la teoria DFT, y que marca la diferencia entre el numero de
funcionales existentes, es encontrar una buena expresion para el funcional de correlacion e
intercambio cuya forma exacta no se conoce.”™ Cuando se discute la naturaleza de
diferentes funcionales, es util escoger alguna de las notaciones mas comunmente usadas
en el campo. Por ejemplo, la dependencia funcional de Exc con respecto a la densidad
electrénica es expresada como una interaccion entre la densidad electronica y una
—ehsidad de energia” ¢,. que depende de la densidad electronica, concretamente.

xc[p F j,O 5xc[p q [3-31]
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La densidad de energia ¢,. siempre es tratada como la suma individual de contribuciones

de correlacion e intercambio. Notar que dos diferentes densidades estan involucradas en
este término: la densidad electronica por unidad de volumen y la densidad de energia por
particula.” Es costumbre separar Exc en dos partes, la parte de intercambio Ex y la parte
de correlacion

Eye =Ex o]+ Eclp]=[ p(Fley [o(F)ldF + [ p(F)ecdr [3.32]

Como se mencion6 antes, un aspecto fundamental de la teoria DFT es encontrar buenas
aproximaciones para la energia de correlacion e intercambio. La mas simple y al mismo
tiempo tremendamente utili es la aproximacion LDA (del inglés Local Density
Approximation). El siguiente nivel lo conforman las aproximaciones que se conocen como
no-locales o aproximaciones de gradiente generalizado GGA (del inglés Generalized
Gradient Approximation). A continuacion se revisan brevemente estas aproximaciones junto
a los funcionales meta-GGA y los denominados funcionales hibridos

3.3.2 Aproximacion de la Densidad Local o LDA

En la aproximacion LDA, el sistema modelo lo representa un gas de electrones uniforme en
el que los electrones se mueven en un campo de carga positiva de modo que el sistema

total es neutro. En la practica, se asume que p(F) varia tan lentamente con la posicion que

se puede considerar constante. Aunque no se conoce una expresion explicita para la parte
de correlacic’)n,géDA[p]*, esta aproximacion en la que la p(r) es constante permite obtener

una expresion para la parte de intercambio.

1
3 1
el )

Esta es la energia de correlacion por particula en la que a=2/3, lo que finalmente nos
permite escribir:

1
9 (3 5
E;DA[p]:_Za(gj J'p3dr [3.34]

Cuando las densidades de spin a y 8 son diferentes, se utiliza la aproximacién LSDA (del
inglés Local Spin Density Approximation),’

y otra p” (F).

en la que p(F) es dividida en una parte p*(F)
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A pesar de la simplicidad de la aproximacion LDA, su aplicacion da lugar a resultados
razonables para sistemas en los que la densidad electronica se mantiene aproximadamente
constante. Sin embargo, para dtomos o moléculas en los que hay variaciones de densidad
importantes, también trabaja razonablemente bien. La principal razén de lo anterior es la
cancelacion sistematica de errores, lo cual se asocia al hecho de que la aproximacion
subestima Ex(p) y sobreestima E(p), de manera que comunmente genera un valor correcto
de Exc(p).™

3.3.3 Aproximacion GGA y meta GGA

En la aproximacion LDA se asume que los efectos de la energia de correlacion e
intercambio son locales y dependen unicamente del valor de la densidad electronica en
cada punto. La introduccion de gradientes de la densidad en la descripcion de los efectos
de correlacion e intercambio da origen a la aproximaciéon GGA. En esta aproximacion, no
solo se tiene en cuenta el valor de la densidad en cada punto sino también, como varia esta

densidad alrededor de cada punto, @p(F). Esto permite describir en alguna medida, la

heterogeneidad de la densidad electrénica real. De este modo, la expresion general para la
energia de correlacion e intercambio tiene la siguiente forma:

ES [p]= [ £(o(F).V (P ) [3.35]

Dos tendencias filoséficas imperaron en el desarrollo de los funcionales basados en la
aproximacion GGA (o funcionales GGA). La primera tiene una naturaleza empirica dado que
se basa en un procedimiento de ajuste numérico considerando un conjunto grande de
moléculas prueba, idea que fue propuesta por Becke. [150-155H] Algunos ejemplos los
proporcionan los funcionales de intercambio de Becke88 (B88),"* el funcional modificado
de Perdew-Wang (mPW),"® [J.Chem.Phys.1998,108,664-675] el funcional OptX (O),"® el
funcional X;'*" y los funcionales de intercambio y correlacién Perdew-Wang (PW)."® La
segunda tendencia dentro de los métodos GGA considera que los funcionales de
correlacion e intercambio deben ser desarrollados estrictamente desde la mecanica
cuéntica y fue propuesta por Perdew.'*®'® Algunos de los funcionales que forman parte de
este segundo grupo son: el funcional de intercambio Becke86 (B86),"® el funcional de
correlacion Perdew86 (P86),"" el funcional de intercambio y correlacién Perdew-Burke-
Ernzerhof (PBE)'®* y el funcional PBE modificado (mPBE)."®*"%

Los funcionales meta-GGA representan el siguiente paso en el desarrollo de funcionales
DFT. En esta aproximacién, los funcionales de energia de correlacion e intercambio
contienen, ademas de la densidad y su gradiente, la densidad de energia cinética (ecuacion
3.36) y/o la Laplaciana de la densidad electrénica (ecuacion 3.37), que siguen a
continuacion.

V() [3.36]

o(F) = %z
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EpAp]= [ £(0.Vp.2.V2 o) [3.37]

En la ecuacion 3.36 se ve que en los funcionales meta-GGA hay una dependencia
especffica con respecto a los orbitales de KS. Por otra parte, la presencia de V’pen la

ecuacion 3.37 indica que se deberan calcular las segundas derivadas de las funciones de
base. Algunos ejemplos de estos funcionales los proveen el funcional BB95, mPWB95,
PBEKCIS, TPSS™™ y el VSXC.'®

3.3.4 Hiper GGA o Métodos Hibridos

Los métodos hiper-GGA incorporan los efectos de correlacion e intercambio de los métodos
GGA y algun porcentaje del intercambio exacto derivado de un calculo HF. Una primera
aproximacion para obtener la energia de correlacion e intercambio fue propuesta por Becke

en 1993, en la cual se considera la misma proporcién de la energia intercambio exacto HF,

E/F,y laenergia intercambio y correlacion derivada de métodos DFT, EXF' .

I Y= Qs
EXC_EEXC +5Ex [3.38]

El uso de un coeficiente igual a 0.5 en la ecuacion 3.38 define el denominado método H&H
(derivado del inglés —d#if-and-half’), pero hay otros métodos basados en la conexiéon
adiabatica. Quiza uno de los métodos mas comunmente usados es el de Becke, que
contiene tres parametros:

Ec = EL™ +a, (EZ™° —EL™)+a,AE2 +a, AESY! [3.39]

En donde a,=0.20, a,=0.72 y a,=0.81. Estos valores son los que mejor ajustan el funcional
B3PW91 a un conjunto de datos termodinamicos. Otros funcionales hibridos relevantes son
por ejemplo: B3LYP, MPW1K, PBEO, solo por mencionar algunos.'® Finalmente, el mas
reciente desarrollo de funcionales hasta ahora, son los denominados funcionales hibridos
meta-GGA. En estos se combinan los funcionales meta-GGA con la energia de intercambio
HF. Algunos de los funcionales que pertenecen a esta categoria son: el MPWB1K, TPSSh o
el M05-2X."% El ultimo de estos ha sido desarrollado por el grupo del Profesor Truhlar en la
Universidad de Minnesota. Este funcional incorpora la densidad electrénica de spin (p), el

gradiente de la densidad (@p), la densidad de energia cinética (7, ecuacion 3.36) y por
supuesto, el intercambio HF:

EMos-2 [pa’pﬂ]:'[pggEG (p)Fxc (pa ,pﬁ,ﬁpa,ﬁpﬁ,ra,fﬁ)jf [3.40]
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En donde UEG quiere decir gas de electrones uniforme (del inglés Uniform Electron Gas).
La densidad electrénica total viene dada por la suma de p®y oy &7 (p)= —(% 72')(372'2 p)

corresponde a la energia de intercambio de una gas de electrones uniforme por electron
con spin no polarizado (p°=p®). Por Ultimo, Fxc da cuenta de los efectos de correlacion y
heterogeneidad.'®’

El funcional M05-2X describe apropiadamente cinética termoquimica e interacciones no
covalentes tales como interacciones débiles, enlaces de hidrogeno, interacciones TT-1T e
interacciones de energia de nucledtidos. También describe de buena manera a los
carbohidratos, incluyendo energias de disociacion de especies fosfato-azucar. Esta es la
razon por la que la que se utiliza como método de referencia en cuanto a los valores
energéticos.

El desarrollo de mejores potenciales para la correlacién y el intercambio es actualmente un
campo de investigacion muy activo. Hay muchos funcionales disponibles que se mantienen
en constante optimizacion. Tanto los funcionales hibridos GGA como los hibridos meta-
GGA incorporan ajustes a datos experimentales y han sido muy exitosos en el analisis de
diferentes problemas quimicos. Sin embargo, esta misma caracteristica les quita
universalidad y por consiguiente, la eleccion del funcional es un paso importante al utilizar
estos métodos.

3.4 Métodos Semiempiricos

Aunque las teorias HF y DFT estan basadas en formalismos rigurosos, en la practica
aparecen limitaciones en la implementacion de estos métodos. En décadas pasadas,
cuando la capacidad computacional era minima, llevar a cabo un célculo HF sin
aproximaciones era una tarea ingente y complicada incluso para pequefias moléculas. Hoy
en dia, cuando se trata de sistemas muy grandes como biomoléculas el costo
computacional HF sigue siendo elevado ya que el calculo escala con la cuarta potencia del
numero de funciones de base usadas. Los métodos semiempiricos aumentan
considerablemente la eficiencia computacional a costa de resolver menos integrales y
parametrizar parte de las integrales que si se consideran. Debido a esto, suelen funcionar
mejor con sistemas para los que hay informacién experimental disponible.

3.4.1 Métodos Semiempiricos Hartree-Fock

En un calculo HF, el paso computacional mas demandante es la evaluacién de un conjunto
de integrales bi-electronicas (también conocidas como integrales de 4-indices) que dan
cuenta de la energia de interaccion electronica. El objetivo de los métodos semiempiricos es
poder aproximar el valor de algunas integrales en lugar de calcularlas. Por ejemplo, las

52



integrales Coulombicas que miden la repulsion entre dos electrones que ocupan una region
del espacio definida por las funciones de base que los describen, podrian ser aproximadas
a cero si se asume que la funcién base asociada a un electrén en la integral mono-
electronica esta demasiado distante de la funcion base del otro electron. Lo mismo puede
aplicar para las integrales mono-electrénicas que dan cuenta de la atraccion nuclear.'

En este contexto, la primera aproximacién fue considerar explicitamente solo los electrones
de valencia, mientras que los efectos de los electrones mas internos se tienen en cuenta
reduciendo la carga nuclear. Ademas, los electrones de valencia son descritos por un
conjunto minimo de funciones base tipo Slater. De esta manera, una de las ideas centrales
en los métodos semiempiricos HF la establecié la aproximacion ZDO (del inglés Zero
Differential Overlap), en la que se ignoran todos los productos de dos funciones de base
diferentes que dependen de las mismas coordenadas electronicas. Asi todas las integrales
mono-electronicas de dos centros y todas las bi-electronicas de 3 6 4 centros son nulas.
Para compensar estas aproximaciones, el resto de las integrales son convertidas en
parametros que pueden ser asignados a través de calculos o datos experimentales.

En el método CNDO (Complete Neglect of Differential Overlap) se aplica la aproximacion
ZDO por completo. Es decir, el solapamiento diferencial <¢# (1)|¢V (1)> se hace cero si y es

distinto de v, incluso si ambas funciones de base estan centradas en el mismo atomo. En el
meétodo NDDO (Neglect of Diatomic Differential Overlap) solo se desprecia el solapamiento
diferencial diatbmico, reteniendo pues todas las integrales con solapamiento monoatémicos,
sean monocéntricas o dicentricas. La mayoria de los métodos semiempiricos actuales estan
basados en el método original NDDO. Entre los mas populares destacan por ejemplo: el
método MNDO,'® AM1'® o PM3;"° los tres se basan en la aproximacion NDDO y se
diferencian en la forma en que se trata la repulsién entre los atomos internos.

3.4.2 Métodos Semiempiricos DFT

Dentro de la teoria DFT, Adamson, Gill y Pople propusieron una parametrizacion de
funcionales GGA puros disefiada especificamente para obtener buenos resultados
utilizando conjuntos de base pequefos. Se trata de los funcionales de densidad empirica o
EDF1 (del inglés Empirical Density Functional 1). La idea que motivo el desarrollo de estos
modelos fue mejorar la eficiencia de los calculos, lo cual podria ser aplicable a problemas
que aun eran intratables para funcionales mas rigurosos. Uno de estos modelos es
usualmente conocido con la abreviacion DFTB (del inglés Density Functional Tight-Binding).

Inicialmente se adopt6é una aproximacion no-SCF, esto es: una vez escogida una densidad
electrénica, se optimizan los orbitales KS minimizando variacionalmente los coeficientes del
conjunto de base sin calcular una nueva densidad a partir de estos. La aproximacion DFTB
supone que la densidad de carga de la molécula puede ser adecuadamente representada
por la suma de las densidades de carga de sus atomos individuales y por consiguiente, no
considera caracteristicas como la polarizacién de enlace que puede ocurrir entre atomos
con diferentes electronegatividades. Para tener en consideracion tal polarizacion se
desarrollé un nuevo método que se basa en una aproximacion de segundo orden a la
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fluctuacion de la densidad electronica alrededor de la densidad fija p(r); ademas, la auto-
consistencia (SCF) es reintroducida en esta aproximacién mejorada, por lo que este método
es comunmente conocido como SCC-DFTB (del inglés Self-Consistente Charge Density
Functional Tight-Binding)."”"""® Estrictamente, el método SCC-DFTB es una extension de la
teoria estandar TB (del inglés tight-binding)'’* aplicada a un modelo de carga consistente
dentro de una expansion de segundo orden de la energia.

La aproximacion SCC-DFTB es casi tan rapida como el método semiempirico NDDO'*y a
pesar de que las fuerzas de dispersion no son tratadas en una manera 6ptima, esta siendo
muy utilizada en el estudio de biomoléculas.

3.5 Aproximacion QM/MM

Cuando se desea abordar el estudio de macromoléculas, en el caso de esta tesis enzimas,
y el proceso quimico de interés ocurre en una region especifica mientras el resto de la
enzima permanece sin sufrir cambios durante el proceso quimico, resulta muy conveniente
modelizar el sistema a través de la aproximacion QM/MM. El formalismo QM/MM permite
combinar los mejor de los métodos QM y MM previamente revisados pues la region de
interés, donde ocurre la formacion o rotura de enlaces, puede tratarse a nivel QM mientras
simultaneamente se trata el resto del sistema a nivel MM. (Figura 14)

Figura 14. En un calculo QWMM sobre por ejemplo, unaenzima, el sistema es dividido en un subsistema QMy
MM. En el primero (barras y esfera) se encuentran la o las moléculas que participan en la reaccion quimica y
que seran descritas con el método QM que se escoja. En el subsistema MM se encuentra el resto del sistema,
en este caso aguas yenzima, las cuales seran descritas por un método MM.

La metodologia QM/MM permite utilizar practicamente cualquier combinacion de métodos
QMy MM. En la practica, muchas de las aplicaciones disponibles para realizar este tipo de
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calculos utilizan la teoria DFT como método QM, dado que se obtienen buenos resultados
dentro de un tiempo de calculo menos demandante que métodos post-HF. Por otra parte,
los métodos semiempiricos han sido frecuentemente utilizados y siguen siendo
considerados importantes en los calculos QWMM.

El poder de calculo actual permite ademas implementar métodos de alto nivel ab initio en
sistemas biomoleculares, aunque normalmente se utilizan para hacer estimaciones
puntuales de energia sobre geometria previamente optimizadas. La teoria detras de la
aproximacion QM/MM ha sido descrito por varios autores,'>""” pero aqui se dara sélo una
breve revision de los puntos mas importantes que de esta metodologia.

3.5.1 Expresion de Energia QM/MM

En la aproximacion QMWMM el sistema debe dividirse en dos subsistemas (Figura 14), cada
uno de los cuales conforma la region o el subsistema QM y MM. Estas dos regiones
interaccionan muy fuertemente por lo que la energia del sistema completo no es
simplemente la suma de las energias de los subsistemas individuales. Hay dos grandes
esquemas para llevar a cabo el calculo QM/MM: el esquema sustractivo y el esquema
aditivo. En la primera, por ejemplo el método ONIOM en Gaussian,"® la energia total,

E sustractivo

Seraen” (C), tiene la siguiente forma:

Eéﬁtﬁ%\iﬂw (C) = EMM (C)+ EQM (I )_ EMM (I) [3.41]

en donde C indica el sistema completo, e | senala a la parte interna o subsistema QM. En el
esquema sustractivo son necesarios tres calculos: un calculo MM sobre el sistema
completo, un calculo QM sobre la parte interna (subsistema QM) y un célculo MM sobre el
subsistema QM."® La principal ventaja de este esquema es que el acoplamiento entre los
subsistemas no es tratado explicitamente y por consiguiente, se pueden aplicar los métodos
QM y MM estandar sin modificaciones adicionales. La otra aproximacion a la energia
QMMM usada dentro de los métodos QM/MM es el esquema aditivo (utilizado en esta
tesis). La expresion de energia general en este esquema, queda descrita de la siguiente
manera:

Egﬂﬁxv&m (C) = EMM (E)+ EQM (I +U )+ EQM /MM (I ’E) [3.42]

donde E se refiere a la parte externa del sistema (subsistema MM) e / sefala a la parte
interna o subsistema QM; U indica la frontera de acoplamiento entre los dos subsistemas
QM Yy MM. EI término Equmm(l,E) incluye los términos de interaccion de los dos subsistemas
E e I, y el término Equ(/+U) da cuenta del subsistema QM -dividido” y es calculado a nivel
QM."" Lo que define un método QM/MM en particular, es la forma exacta de la expresién
Eovmm(l,E), que de manera general se expresa como sigue:
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EQM /MM (l ’E): ESM v T Egljww/ mm T ESIM /MM [3.43]

El primer término de la parte derecha de esta ecuacion recoge los términos de interaccion
enlazantes de los subsistemas. Las interacciones no enlazantes quedan descritas por el
potencial de van der Waals y las interacciones electrostaticas por el potencial de Coulomb
(Ecuacion 3.5y 3.6, respectivamente).

3.5.2 Esquemas de Interaccion Electrostatica

La interaccion electrostatica entre la densidad de carga QM y el modelo de cargas usados
en la region MM puede ser abordada con distintos niveles de sofisticacion que se
caracterizan por el grado de mutua polarizacién entre ambas partes."”” En el caso del
esquema de acoplamiento mecanico (del inglés mechanical embedding), las interacciones
entre ambos subsistemas son tratadas como se haria en un modelo de cargas MM (cargas
puntuales atémicas rigidas). Aunque esto resulta computacionalmente eficiente, existen
algunas desventajas como por ejemplo; las cargas del subsistema MM no interaccionan con
las densidades de carga en el subsistema QM, por lo que esta ultima no es afectada por su
ambiente electrostatico (no hay polarizacién); dependiendo del proceso que se desea
simular, la distribucién de carga en el subsistema QM podria llegar a modificarse y seria
razonable actualizar las cargas, sin embargo esto podria generar discontinuidades en la
PES. Por ultimo, la derivacion de cargas puntuales para los atomos del subsistema QM no
es un proceso trivial y ademas de ser una tarea pesada, no necesariamente reproduce la
distribucion de carga real del sistema.

En el esquema de acoplamiento electrostatico (del inglés electrostatic embedding), las
deficiencias del esquema anterior se soslayan ya que el calculo QM se lleva a cabo en
presencia del modelo de cargas MM, incorporando éstas ultimas como un término mono-
electronico en el Hamiltoniano QM. Esto se expresa a continuacion utilizando unidades
atomicas (u.a.)

el N L ML
Howm —-> 3 8y 37 31 B [3.44]

i JeE 17U JeE
"UEIri=Ry| T IR =Ry

En donde q, se refiere a las cargas puntuales del modelo de cargas MM ubicadas en la
posicion R;; Q, indica las cargas nucleares de los atomos QM en R, ; y T, denota la

posicion de los electrones. Los indices i, J y a suman sobre los N electrones, las cargas
puntuales MM y los M nucleos QM, respectivamente. De esta manera, la region QM es
automaticamente polarizada por los cambios en la distribucion de cargas MM vy las
interacciones electrostaticas son tratadas a nivel QM consiguiéndose una mayor precision.
Sin embargo, este esquema no esta exento de problemas pues en la regiébn de uniéon o
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frontera de ambos subsistemas, las cargas MM de la parte externa estan en la vecindad
inmediata de la densidad de carga QM, lo cual puede generar sobrepolarizacion sobre todo
cuando la frontera se localiza directamente sobre un enlace covalente, que es lo que ocurre
la mayoria de las veces en reacciones enzimaticas."’” A continuacién, se revisan
brevemente las distintas aproximaciones que permiten abordar el problema de los atomos
frontera.

3.5.3 Tratamiento de Atomos Frontera

Si tratamos con un modelo en el que alguna de las particiones entre el subsistema QM 'y
MM queda a lo largo de un enlace covalente, el tratamiento de los dtomos frontera de los
subsistemas QM (atomo Q;) y MM (atomo M) puede ser dividido en dos grandes grupos.

Figura 15. Representacion de los atomos frontera de un sistema en el que la particion QM-MM se realiza a lo
largo del enlace covalente Q+-Mi. En el subsistema QM queda el atomo Q1yen el subsistema MM quedan los
atomos M (directamente conectado al &tomo Q1), ylos atomos M. (separados del atomo Q1) por un enlace.

El primero utiliza el esquema del link-atom, en el que se introduce un centro atomico
adicional (L) que no es parte del sistema real y que usualmente es un atomo de hidrégeno.
El atomo L (Figura 15) se enlaza covalentemente al atomo Q; completando su valencia y
asi el célculo QM se realizara sobre un sistema electronicamente saturado. El enlace Q4-M,
se tratara a nivel MM. Por definicion, el link-atom no es ni un atomo QM ni MM pues no esta
presente en ninguno de los subsistemas originales y la forma de definir su posicion es hacer
que sus coordenadas dependan de los atomos entre los que se encuentra (Qq-L-M),
evitando de esta forma, afiadir un nuevo grado de libertad al sistema. Usualmente, el link-
atom es puesto a lo largo de la linea imaginaria que conecta el atomo Q4 con el atomo M;.

Como se menciond6 anteriormente, la densidad de carga QM tendera a ser sobrepolarizada
por el modelo de cargas puntuales rigidas MM, lo cual es aun mas marcado cuando la carga
puntual representa un atomo frontera. Existen diferentes aproximaciones que permiten
minimizar la sobrepolarizacién que puede generar el atomo M, dentro del esquema del link-
atom; en una de ellas se borran del Hamiltoniano las cargas MM en la region del atomo L7
también se pueden ignorar las integrales mono-electrénicas asociadas con el atomo L.""’
Por otra parte, existen esquemas que permiten mantener la carga del atomo M, (Figura 16)
y a menudo el dipolo en la region frontera, e incluso asi eliminar la sobrepolarizacion que
podria generar el atomo M,. Dentro de este grupo de esquemas, uno de los mas usados es
el que conoce como esquema de desplazamiento de carga o CS (del inglés Charge-
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Shift),"*"®" y que de hecho, es el esquema que se ha utilizado en esta tesis. Basicamente,
la carga del atomo M, en el esquema CS es uniformemente desplazada hacia los atomos
M, con el objetivo de compensar la modificacion del dipolo inicial M;-M,.

Adicionalmente, existen otras metodologias que evitan afadir un nuevo atomo al sistemay
en lugar de esto, intentan imitar las propiedades electronicas del fragmento MM utilizando
seudo-potenciales monovalentes (0 potenciales efectivos) localizados en el atomo M,. De
esta manera, el potencial efectivo participa en el calculo MM y a la vez satura la valencia
incompleta del atomo Q;."**"® Por dltimo, también esta la aproximacién FLO (del inglés
Frozen Localized Orbitals), cuya idea basica es localizar en cualquiera de los atomos
frontera un conjunto de orbitales adecuadamente orientados Yy fijos, es decir, los orbitales no
participan de los ciclos SCF. Algunos de los esquemas que forman parte de esta
aproximacion son; el campo de auto-consistencia local o LSCF (del inglés Local Self-
Consistent Field);'® el esquema de orbitales fijos, un variante del procedimiento LSCF;"®® y
los orbitales hibridos generalizados o0 GHO (del inglés Generalized Hybrid Orbitals)."®

La eleccidon de los atomos frontera es muy importante y de manera general, se pueden
mencionar algunos consejos para definir su ubicacion. La mas importante es localizar la
particion QM-MM tan lejos como sea posible de los atomos quimicamente activos, lo cual
viene define el tamano del subsistema QM. Finalmente, el enlace covalente en el que se
hace la particion deberia ser apolar y simple, por ejemplo, un enlace covalente entre
carbonos alifaticos.

3.5.4 Otras Interacciones QM/MM no Enlazantes

Ademas de las interacciones electrostaticas (seccion 3.5.2), las interacciones vdW y otras
interacciones de enlace también contribuyen al término de acoplamiento QM-MM (ecuacion
3.43). Las interacciones de vdW son tipicamente tratadas con el potencial de Lennard-
Jones (ecuacion 3.5), por lo que se necesitan parametros para los atomos del subsistema
QM. La forma mas comun de obtener los parametros de dispersion para estos atomos es
usar los que ya se han derivado para el campo de fuerza que se esté empleando. Sin
embargo, también existe la opcion de derivar algunos parametros Lennard-Jones
especfficos para complementar y mejorar los resultados.'® % "®® De la misma manera, en el
caso de las interacciones enlazantes (deformacién de angulos de enlace, estiramiento de
enlaces, etc) también se suelen usar los parametros estandar del campo de fuerza. En caso
de que alguno de los parametros que se requieren no estén derivados por el modelo MM,
estos pueden ser complementados con términos enlazantes adicionales.

En cualquier caso, siempre es conveniente definir la particion QM-MM tan lejos como sea
posible del centro quimico reactivo del sistema.
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3.6 Dinamica Molecular

La Dinamica Molecular o MD (del inglés Molecular Dynamics) es importante en el estudio de
enzimas pues permite investigar diferentes fendmenos como por ejemplo: cambios
conformacionales, generacién de estructuras para la modelizacion mecanistica y también
para calculos QM/MM de perfiles de energia libre de reaccion, el efecto de la temperatura, y
en general la naturaleza dinamica de las enzimas.'”® La MD se basa en las ecuaciones de
movimiento de Newton para predecir la evolucién temporal de la estructura de sistemas
moleculares sobre una superficie de energia potencial MM o QM/MM. Una dinamica
molecular permite no sélo seguir los cambios conformacionales a escala atdmica sino que
también estudiar la estabilidad de las interacciones entre biopolimeros como las enzimas y
sus sustratos.

3.6.1 Algoritmo de la MD

Para resolver una MD es fundamental evaluar la evolucién temporal del sistema
(trayectorias) mediante la resolucion de la segunda ley de Newton:

- 2
Fi(rl,...,rN):m.d ri [3.45]

en donde T; y m; indican el vector de posicién y la masa de la particula /i, respectivamente.

F. denota la fuerza que actua sobre el atomo iy se calcula a partir de la siguiente ecuacion:

V(") £
D [3.46]
or;
en donde V(FN) es la energia potencial de un sistema de N particulas (MM o QWMM) y

F, es la fuerza que actua sobre el atomo i-ésimo. La simulacion de MD consiste en resolver

las N ecuaciones diferenciales (ecuacion 3.45) teniendo en cuenta que la fuerza viene dada
por la ecuacién 3.46. Para llevar a cabo esto se necesita emplear un procedimiento
numeérico de integracion de las ecuaciones diferenciales para lo cual se suele emplear el
método integrador de Verlet," el cual propaga la posicién de las particulas sin tener en
cuenta las velocidades.

FM(t+ At) = 2F ™M (1) - F ™t — At) + at At [3.47]

en donde FMes el vector posicion de las N particulas, t es el tiempo, At es el paso de
integracion (usualmente 2 fs) y a es la aceleracion o segunda derivada de la posicion del
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vector 7). De este modo, la posicion de una particula en un tiempo subsecuente (t + At)
es calculada a partir de su posicién actual, su posicién previa y la aceleracion de la
particula; siendo esta ultima calculada a partir de la ecuacion 3.46 y la segunda Ley de
Newton. Por otra parte, si se necesita controlar la temperatura, se utiliza un algoritmo que
tenga en cuenta las velocidades. En este caso, los vectores de posicion y velocidad se
propagan a través de otros métodos como el algoritmo de leap-frog.""

3.6.2 Restricciones y Paso de Integraciéon

Los tiempos a los cuales ocurren cambios en una enzima o proteina estan dentro de un
rango que va desde los 10" s (fluctuaciones atémicas rapidas), hasta 107-10* s en el caso
de plegamiento de proteinas. Un paso de integracion apropiado deberia ser menor que el
tiempo que tarda el movimiento mas rapido del sistema que se simula. En el caso de la
simulacion de biomoléculas, generalmente no se suele estar interesado en los movimientos
mas rapidos de los atomos como las vibraciones de enlaces y esta es la razén por la cual es
una practica habitual no tener en cuenta estas vibraciones en la funcion de energia
potencial. Esto permite aumentar la eficiencia del calculo por medio de la restriccion o
fijacion de las vibraciones de enlaces mas rapidas, las que involucran atomos de hidrégeno,
a través de algoritmos como el de SHAKE¥*'** o el de RATTLE."*

Las restricciones también pueden ser aplicadas para otros propésitos que incluyen los
denominados eventos raros, ya que son procesos en los que se desea explorar un espacio
de las fases menos estable,'® o simplemente por conveniencia, por ejemplo cuando se
desea fijar la posicion de ciertos atomos con algun fin investigativo. Adicionalmente, de
especial interés en esta tesis es la aplicacion de restricciones para calcular el Potencial de
Fuerza Media o PMF (del inglés Potential of Mean Force). Esta técnica se utiliza para
estimar las barreras de energia libre en reacciones enzimaticas y se describira brevemente
en la seccion 3.6.5.

3.6.3 Condiciones Periddicas de Contorno y Radios de Corte

El uso de condiciones periddicas de contorno o PBCs (del inglés Periodic Boundary
Conditions) es una técnica habitual dentro de las simulaciones MD, en la que se asume que
el sistema es una celda unitaria dentro de algun cristal de tipo cubico u ortorrémbico. ' Si
suponemos un sistema de 1000 atomos organizados en una caja cubica de 10-10-10, cerca
de las mitad de los atomos se ubicaran en las caras exteriores del cubo, lo cual tendra
efectos en las propiedades que se desean medir. Para evitar estos artefactos, la caja cubica
se rodea de réplicas de si misma de modo que cada atomo interacciona con el atomo mas
cercano o imagen en el arreglo periddico. Asi, esta técnica asegura que el sistema es
periddico en todas las direcciones. La recomendacion habitual respecto al tamano de la
celda de simulacion, es que las dimensiones deberian ser al menos tan largas como el radio
de corte o cut-off empleado en la simulacion.
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Por otra parte, cuando se desea investigar fendbmenos confinados a una region pequefia del
sistema, por ejemplo el sitio activo en una enzima, no es necesario aplicar las condiciones
periddicas de contorno. En estos casos, la parte reactiva del sistema es posicionada en el
centro de una esfera y los atomos que quedan dentro de esta esfera se pueden mover
mientras las capas externas forman una especie de barrera que mantiene la estructura del
sistema.

3.6.4 Condiciones Experimentales y Colectivos Termodinamicos

Los experimentos suelen llevarse a cabo a temperatura (T), volumen (V) y numero de
particulas constante (N), colectivo candnico NVT; o a temperatura, presion (P) y N
constante, colectivo canénico NPT. Si al iniciar una simulacion MD se desea mantener
constante cualquiera de estas variables, es necesario aplicar técnicas que se conocen
cominmente como el termostato de Nosé-Hoover.”®'” o el termostato/baréstato de
Berendsen.’®® Las simulaciones realizadas en esta tesis aplicaron dinamica de Langevin
para controlar la temperatura y el método que combina el pistén de Langevin'® con el
método de Nosé-Hoover para mantener la presién constante.?®

3.6.5 Potencial de Fuerza Media

Muchas de las simulaciones MD en sistemas bioldgicos se hacen para calcular los cambios
de energia libre a lo largo de un conjunto seleccionado de grados de libertad. De interés
especial en esta tesis es el calculo de perfiles de energia libre para calcular la diferencia de
energia libre entre dos puntos de interés, lo cual permite obtener una estimacion de las
estabilidades relativas de los correspondientes estados del sistema. En catalisis enzimatica,
una vez que se ha definido una coordenada de reaccion apropiada, es posible determinar la
barrera de energia libre de activacion a través del célculo del PMF

[J.Chem.Phys.1977,23,187-199] a lo largo de esa coordenada de reaccion, §(F(N)). Si P(z)
es la densidad de probabilidad clasica evaluada en & =1z y usando un colectivo NPT, se
tiene

1 1 _[H(FN) (N = v R
(oL L[S b ) o g

en donde A es una constante de normalizacién, h es la constante de Planck, F(N)y FJ(N)

denota el conjunto de 3N coordenadas cartesianas atomicas y el momento conjugado,
respectivamente; H es el Hamiltoniano nuclear clasico (cuya parte potencial es obtenido a
través de calculos QM/MM), kg es la constante de Boltzmann, &es funcion del delta de
Dirac y el término PV se afiade por el colectivo NPT que se usa. Notar que a la integral 3.48
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so6lo contribuyen las configuraciones nucleares que corresponden a & = z. Asi, la expresion
para el potencial de fuerza mediaen £ = zes:

W(z)=—kyT InP(z) [3.49]

El potencial de fuerza media, W(z), fue introducido por primera vez por Kirkwood®' en 1935
y es un concepto clave en las teorias de mecanica estadistica moderna de liquidos y
macromoléculas. La barrera de energia libre de activacion puede

A menudo no es practico calcular las cantidades expresadas a través de las ecuaciones
3.48 y 3.49 directamente de la MD y para soslayar esta tarea, existen técnicas de muestreo
especialmente disefadas para calcular el PMF desde las trayectorias de MD. Una de estas
técnicas es la denominada US (del inglés Umbrella Sampling),?***® la cual ha sido utilizada
en esta tesis y se revisa brevemente a continuacion.

3.6.6 Método Umbrella Sampling (US)

En este método, el sistema microscopico de interés se simula en presencia de unas
ventanas artificiales sometidas a un potencial, W(§) que se introducen para mejorar el
muestreo configuracional en la vecindad de ¢£. La idea de esta técnica es poder muestrear

zonas del espacio de las fases que en una simulacion de MD normal (a temperatura
ambiente) no son visitadas por ser de alta energia, por ejemplo, la zona en la que aparece
un estado de transicion. La simulaciones sometidas a este potencial (biased simulations) se

generan usando la energia potencial [U(R) +W(<§)]. Tipicamente, los potenciales sirven para
confinar las variaciones de la coordenada de reaccion & dentro de un pequefio intervalo
alrededor de un valor de referencia de &, lo cual ayuda a conseguir un muestreo

configuracional eficiente en esta region. Una de las opciones mas utilizadas para generar
los colectivos sometidos a la restriccion es el uso de potenciales arménicos:

w, (&)= % Kle-¢y [3.50]

Estos potenciales se centran en diferentes valores sucesivos de &, y K determina la
extension del muestreo configuracional accesible alrededor de &; 2 Dado que el muestreo

configuracional esta confinado a pequefas regiones durante una simulacién sometida a un
potencial, para obtener el PMF a lo largo de todo el rango de interés definido por ¢&

(ecuacién 3.50), es necesario llevar a cabo simulaciones de muchas ventanas centradas en
valores de ¢, a lo largo de todo el rango abarcado por ¢ . Finalmente, a los resultados de
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las ventanas se les quita la contribucién debida a w(f) y se recombinan en orden a obtener
la estimacion final del PMF.

Algunos de los métodos mas usados para analizar los resultados del método US son por
ejemplo; el método WHAM (del inglés Weighted Histogram Analysis Method),** y el método
Ul (del inglés Umbrella Integration).?%2"

3.7 Metodologia de Docking

El Docking es una técnica computacional dirigida a la prediccion de los modos de union mas
favorables entre un ligando y un determinado receptor, asi como a la estimaciéon de la
correspondiente energia libre del complejo ligando-receptor. El proceso comienza con la
aplicacién de algoritmos de Docking que posicionan el ligando en el sitio activo. Estos
algoritmos son complementados por funciones de puntuacion o SF (del inglés Scoring
Functions) disefiadas para predecir la actividad biolégica de los ligandos evaluados (modos
de union), a través de la evaluaciéon de las interacciones que se llegan a establecer entre
estos.

3.7.1 Métodos de Busqueda y Flexibilidad Molecular

El tratamiento de la flexibilidad del ligando puede ser dividida en tres categorias basicas:
meétodos sistematicos (busqueda conformacional, bases de datos); métodos aleatorios o
estocasticos (Monte Carlo, algoritmos genéticos); y métodos de simulaciéon (MD,
minimizacion de energia). Los métodos estocasticos realizan cambios aleatorios de un
ligando o un conjunto de ligandos y las nuevas posiciones de los ligandos se evaluan en
base a una funcién de probabilidad.?®® Algunas de las aproximaciones mas populares se
basan en implementaciones alternativas del método Monte Carlo,***"® por ejemplo
AutoDock,”®® mientras que otras aproximaciones son implementadas en base a algoritmos
genéticos®'"?'?> como por ejemplo, DOCK y GOLD.*"

La flexibilidad de la proteina es un tépico menos avanzado que la flexibilidad del ligando
pero existen varias aproximaciones que han aplicado un modelo flexible al menos en una
region del receptor. Un ejemplo de esto lo proveen las librerias de rotameros (aproximacion
usada en algunos experimentos de esta tesis).”’**"° La idea de usar librerias de rotameros
de cadenas laterales de aminoacidos, es motivada con la intencion de modelizar el espacio
conformacional de la proteina a partir de un numero limitado de conformaciones observadas
experimentalmente.?”® Luego, el algoritmo remueve de manera recursiva las
conformaciones que no contribuyen a conseguir una estructura de minima energia.
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3.7.2 Funciones de Puntuacion

El disefio de SF confiables es de importancia fundamental en esta metodologia debido a
que permiten discriminar entre posiciones correctas e incorrectas de los ligandos que se
evalian. Las SF que se implementan en los algoriimos de Docking realizan varias
aproximaciones y simplificaciones para evaluar los complejos obtenidos y por consiguiente,
no tienen en cuenta todas las contribuciones que determinan el reconocimiento molecular.
Esencialmente, hay tres clases de SF: las basadas en campo de fuerza, las empiricas y las
que se basan en conocimientos estructurales a priori, esto es, estan disefiadas para
reproducir estructuras experimentales mas que energias de asociacion.

Dentro de las SF basadas en métodos MM, los parametros del potencial de Lennard-Jones
suelen variar dependiendo de la —greza” que se desee para el potencial. Potenciales
Lennard-Jones 12-6 pueden resultar demasiado repulsivos impidiendo contactos cercanos
entre receptor y ligando (D-Score).?'® También se pueden encontrar potenciales Lennard-
Jones 8-4 que suavizan los contactos repulsivos (G-Score).?'® Los términos electrostaticos
son tratados dentro de una formulacion Coulombica, utilizando una funcién dieléctrica que
depende de la distancia y que disminuye las contribuciones de las interacciones carga-
carga. Adicionalmente, se pueden encontrar SF que incluyen términos de entropia torsional
para los ligandos (G-Score), u otras que incorporan términos de enlace de hidrogeno
explicitos proteina-ligando. Este es el caso GOLD?*" y AutoDock.?"

Finalmente, aunque las metodologias de Docking y las funciones de puntuacion (SF) se
basan en muchas simplificaciones, los calculos de Docking han sido aplicados durante
cerca de dos décadas en la investigacion farmacéutica.
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4 Glucosil-3-fosfoglicerato Sintasa:
GpgS

4.1 Aspectos Generales

La enzima sintasa de glucosil-3-fosfoglicerato (GpgS), es una GT que participa en la
biosintesis del lipopolisacarido (LPS) de metilglucosa en micobacteria, género que incluye al
patégeno causante de la tuberculosis y al de la lepra, catalizando la primera etapa de
glicosilaciéon. En esta tesis se ha estudiado dicha enzima en colaboracién con el grupo de
Biologia Estructural del Prof. Ikerbaske Marcelo Guerin (CICbioGune, Bilbao) y con el grupo
de Enzimologia del Prof. Antoni Planas (IQS, Universidad Ramon Llull, Barcelona), ademas
de la participacion del grupo de Sintesis Organica y Catalisis Homogénea (ISQCH) del Prof.
Pedro Merino en la Universidad de Zaragoza, los cuales se han encargado principalmente
de la parte experimental.

GpgS ha sido obtenida desde Mycobacterium tuberculosis, precisamente el microorganismo
asociado a la tuberculosis.””® La micobacteria sintetiza dos inusuales moléculas
pertenecientes al grupo de los polisacaridos polimetilados (PSPM). In vitro, se ha detectado
que estas moléculas tienen un rol regulador en la biosintesis de acidos grasos. Uno de los
PSPM producidos por la micobacteria es el lipopolisacarido de 6-O-metilglucosa (MGLP),
una molécula que tiene 10 mondmeros de 6-O-metilglucosa conectados a través de enlaces
a-(1—4) y unidos a un final no-reductor tetrasacarido, la 3-O-metil-D-glucosa-(a-(1—4)-D-
glucosa);-a-(1— (Figura 16A). El final reductor también es un tetrasacarido constituido por
—4)-(a-(1—4)-D-glucosa)s-a-(1—6)-D-glucosa-a-(1— unido a la posicién 2 del acido D-
glicérico) (Figura 16A). El otro PSPM generado es el polisacarido de 3-O-metiimanosa o
MMP (Figura 16B), cuyo final reductor es una aglucona, el grupo a-metil. Es importante
mencionar que a los PSPM también se les han atribuido roles como el de servir de
protectores de acidos grasos contra la degradacion y como transportadores de éstos,
facilitando la sintesis de moléculas muy grandes e insolubles como el éster de acido
micdlico."

65



Figura 16. Estructura quimica de: A: lipopolisacarido 6-O-metilglucosa (MGLP) procedente de Mycob acterium
bovis BCG. Los sustituyentes R1, R2 y R3 representan a grupos acilos que en el caso de R1 puede
corresponder a un acetato, propionato o isobutirato; R2 es un octanoato; yR3 es succinato.”" B: polisacarido de
3-O-metilmanosa o MMP, compuesto de 10-13 (n) unidades de 3-O-metilmanosa conectadas por enlaces a-
(1—4).

El laboratorio del Prof. Guerin ha resuelto varias estructuras cristalograficas para GpgsS,
publicadas en nuestro trabajo conjunto. A diferencia de las estructuras de GpgS que se
habian publicado anteriormente, en este caso se ha conseguido cristalizar en una unica
estructura la enzima nativa junto a sus sustratos naturales, es decir, el complejo ternario
nativo.””® Se trata del primer complejo ternario nativo resuelto para una GT-ret.

GpgS exhibe un plegamiento GT-A, es miembro de la familia GT81 y al igual que la mayoria
de los miembros de esta superfamilia, utiliza un catiéon divalente como cofactor esencial
para llevar a cabo la catalisis. Aunque diversos experimentos han probado que GpgS es
activa para un amplio rango de metales divalentes como el Mg®*, Mn**, Ca*, Co*" y Fe*, la
actividad transferasa in vitro es maximizada usando Mg®.”" En cada uno de los monémeros
de GpgS es posible observar un tunel bien definido y cargado positivamente a través del
cual se podrian unir los sustratos UDP-Glucosa (UDP-GIc) y 3-fosfoglicerato (PGA). De
hecho, los mapas de densidad electrénica del cation divalente y ambos sustratos son nitidos
y los muestran en el centro del tunel en el que la reaccién quimica ocurre (Figura 17).
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Figura 17. Localizacion del sitio activo de GpgS. Cada mondmero muestra una cavidad o tunel cargado
positivamente (azul), en el que se alojan los sustratos y el metal.

GpgS cataliza la transferencia de glucosa, desde UDP-Glc hasta la posicion 2 del 3-
fosfoglicerato (PGA), formando glucosil-3-fosfoglicerato (Glc-PGA) (Figura 18).

OH OH 0- ,3 0, e g 0 OHOH
0
UDP-Glucosa PGA PGA-Glc UDP

Figura 18. GpgsS transfiere una glucosa desde UDP-Glc hasta la posiciéon 2 del 3-fosfoglicerato (PGA), formando
PGA-Glc.

La inspeccion de los residuos del sitio activo no permite identificar un posible residuo
nucleofilico que pueda formar el intermedio CGE en lo que constituiria la primera etapa del
mecanismo de doble desplazamiento. Debido a esto, es esperable que la reaccion ocurra a
través del mecanismo de sustitucién nucleofilica tipo-Syi o de ataque frontal. Curiosamente,
en algunas de las estructuras de complejos ternarios obtenidas por el grupo del Prof.
Guerin, aparecian unas densidades electronicas cercanas al carbono anomérico de la
Glucosa y del grupo carboxilato de PGA. Estas posibles densidades podrian relacionarse
con la presencia de moléculas de agua en esta zona. De hecho, si estas densidades son
asignadas, una de las posibles moléculas de agua queda bastante cerca del carbono
anomeérico (apartado 4.1.1), lo cual nos llevo a pensar en la posibilidad de que la molécula
de agua actue como nucledfilo en un mecanismo de doble desplazamiento, siendo activada
por el propio carboxilato de PGA. En este capitulo presentamos el primer estudio QWMM
del mecanismo de reaccion de GpgS, enfocando la discusion en posibles estrategias
mecanisticas, asi como en el rol que diferentes residuos del sitio activo, incluidas las
posibles moléculas de agua, podrian desempefar en tales estrategias. La discusién se basa
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en varios modelos que hemos construido con el objetivo de indagar tanto como sea posible
en las caracteristicas estructurales que modulan las barreras energéticas obtenidas

41.1 Datos Cristalograficos de GpgS: Conformaciones de
PGAYy Posibles Aguas en el Sitio Activo

El comienzo de la colaboracion con el Prof. Guerin para el estudio de GpgS se remonta a
unos anos atras, durante la realizacion de una tesis previa en el grupo. Aquellos estudios
computacionales se iniciaron con estructuras cristalograficas de complejos binarios pero
ante la importante novedad de disponer de la estructura del complejo ternario nativo de
GpgS (GpgS-Mn**-UDP-Glc:PGA), no progresaron. En su lugar, se iniciaron nuevos
estudios utilizando la nueva estructura. En la primera estructura que resolvieron del
complejo ternario nativo (informacién cristalografica no publicada, Figura 19), el O3pga S€
encuentra a 2.75 A del C1g. y a 2.91 A de Op. Se observa que la molécula de agua de
coordinacion Wi, se ubica a 3.45 A del O1B, y ademas hay una molécula de agua
cristalografica (W,41,) que aparece a 2.78 A de O4Ppcn y a 4.52 A de O1B. El oxigeno
nucleofilico de PGA (O3) se dispone de tal manera que practicamente forma un plano con
los atomos C2, C1 y O1 de PGA, un angulo diedro que se puede identificar con la letra €
(Figura 19).
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Figura 19. Representacion de la estructura 0 6 complejo ternario GpgS-Mn*-UDP-Glc-PGA a través de esferas
y barras (modelo cristalografico generado a partir de datos no publicados). Se sefalan los nombres de algunas
de las moléculas que forman parte de sitio activo; el sustrato dador o UDP-GiIc; el sustrato aceptor o PGA;
Leu209,enla cara 8 de Glc; Thr187, en posicion de interaccion con O1pga; ylas 3 posibles moléculas de agua
(W2, W3y Was3). También se dibuja el cation metalico (esfera verde) y su primera esfera de coordinacion que
incluye a la molécula de agua Was, el Asp136, la His258 y dos oxigenos del grupo difosfato (02 y O1a).
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Adicionalmente, se dibuja la molécula de agua W14 que esta en posicidn de interaccionar con el grupo fosfato
de PGA a través de O4P. Por ultimo, se indican también algunos identificadores de atomos, distancias
relevantes (A) y un angulo de torsion que resulta Gtil para definir la conformacion de PGA.

Al analizar la cara 3 de la Glucosa, se encuentra a la Leu209 con su oxigeno carbonilico
apuntando hacia el centro del anillo, a 4.14 A del carbono anomérico. También se incluye a
la Thr187, que es el unico residuo en posicion de interaccionar directamente con el grupo
carboxilato de PGA (COO’pga). Resulta curioso que sélo la Thr187 interaccione con éste
teniendo en cuenta su carga neta negativa. Los datos de difraccion de rayos X indican unas
densidades electronicas bastante cercanas al carbono anomérico de Glc y al COO pga. Esto
sugiere la presencia de moléculas de agua, a las cuales nos referiremos como W,, W3y
W.s3: la W, se ubicaba a tan sélo 2.19 Ade C1g. (segun modelo cristalografico, Figura 19) y
a 246 A del O1pga. Las otras dos moléculas de agua quedaban en posiciones mas
cercanas al COO’pga que al C1; la molécula de agua W 353 se ubica a 2.54 A del oxigeno del
grupo hidroxilo de Thr187 mientras que W3, esta a 3.71 Ay 4.23 A del O2Ppga Y O1pga,
respectivamente (Figura 19). La posibilidad de una molécula de agua en la vecindad del
carbono anomérico hizo resurgir la alternativa de un mecanismo de doble desplazamiento
para la formacion del enlace glicosidico. En este caso, a falta de un residuo nucleofilico
enzimatico, la molécula W, podria ejercer este rol siendo activada por el mismo grupo
carboxilato de PGA a través de O1. Asi pues, se prosiguio con el estudio computacional que
dio como resultado el Modelo 0 (apartado 4.2.2) y el Modelo 1 (apartado 4.2.5).

Paralelamente, el grupo del Prof. Guerin continué con el refinamiento de estructuras
consiguiendo nuevos complejos ternarios con variaciones en la conformacion de PGA y en
estas densidades que podrian indicar la presencia de aguas. Destacan dos estructuras, que
denominaron complejo de pre-Michaelis (cédigo PDB 4Y6U) y de Michaelis (codigo PDB
4Y6N), en referencia a la distancia O3pgai—Clgc que presentan: 3.4 y 2.6 A
respectivamente. La resolucién a la que se obtuvieron dichas estructuras cristalograficas (>
2.0 A) no permitia asignar con certeza esta densidad electronica a las moléculas de agua,
por lo que las estructuras finalmente publicadas y depositadas en la base de datos PDB
(4YBU y 4Y6N), no contemplan la presencia de estas moléculas de agua (Figura 20y 21).
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Figura 20. Representacion del complejo de pre-Michaelis (4YBU y carbonos celestes) y del complejo de
Michaelis (4Y6N, carbonos verdes). Se indican las diferencias estructurales mas importantes, por ejemplo: la
orientacion relativa de los atomos C3 y O1P de PGA, ¢y las distancias inter-sustratos (A) en cada caso.
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Figura 21. Mapas de densidad electrénica (2mF.-DFc) para el complejo de pre-Michaelis GpgS:-Mn?*- UDP-Glc-PGA-2
contorneado a 1¢ (cédigo PDB 4Y6U), y el complejo de Michaelis GpgS-Mn?*- UDP-Glc- PGA-1 (PDB 4Y6N) contorneado a 17

Con el objetivo de estudiar el mecanismo de GpgS en ausencia de estas moléculas de agua
y analizar las implicaciones mecanisticas que esto conllevaria, se construy6 el Modelo 2,
para el que también se realizé el estudio computacional completo y cuyos resultados se
presentan mas adelante en este capitulo.

Cabe destacar que la estructura cristalografica utilizada para la construccion del modelo
computacional inicial (Modelo 0 a partir de la estructura 0 (Figura 19), ver apartado 4.2.2),
presenta los sustratos en conformaciones parecidas a las observadas en el complejo de
pre-Michaelis 4Y6U (Figura 20). De acuerdo con este hecho, las barreras de energia
obtenidas a partir del Modelo O indican que las interacciones del sitio activo aun no son
optimas para catalizar la reaccion. La continuacién del trabajo de modelizacién que
realizamos, nos condujo a una estructura de complejo ternario cataliticamente competente
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(Modelo 1, apartado 4.2.3), en el que UDP-Glc y PGA estan dispuestos de forma muy
semejante al complejo de Michaelis 4Y6N (Figura 20). En el caso de PGA, esto ocurre mas
marcadamente a partir de C3pga, €l atomo enlazado al grupo fosfato de PGA. Ademas, la
distancia C1¢-Op en el Modelo 1 y el complejo de Michaelis 4YN6 son 2.91 Ay 2.65 A,
respectivamente, distancias < 3.0 A que no habian sido observadas en las modelos
anteriores. Estas similitudes nos permitieron juzgar que este modelo computacional, y los
resultados que habiamos obtenido con él, eran validos para el estudio mecanistico y no se
construyé un modelo adicional basado en 4Y6N. De todos modos, como se explicara mas
adelante, se generd un complejo ternario in silico (Hibrido 1.B) para comprobar la validez de
dicha aproximacion (apartado 4.2.7).

4.2 Modelos y Metodologia

4.2.1 Construccion del Modelo Inicial

El modelo inicial (Modelo 0) fue obtenido en base a la estructura cristalografica de un
complejo ternario nativo de GpgS, GpgS-Mn*-UDP-GIc-PGA (estructura 0, Figura 19).
Como se acaba de comentar, por una cuestion cronolégica no se corresponde exactamente
a ninguna de las estructuras finalmente depositadas por el grupo del Prof. Guerin en la base
de datos PDB, pero es muy parecida al complejo de pre-Michaelis GpgS-Mn**-UDP-
Glc-PGA-2 (cédigo PDB 4Y6U, Figura 20),*° aunque con una molécula de agua (W) cerca
del carbono anomérico (Figura 19). Especificamente, la densidad electrénica sugeria la
presencia de una molécula de agua a 2.19 A de C1g,; una posible segunda molécula de
agua (W) aparecia a 4.23 A del carboxilato de PGA, pero a mas de 5 A del carbono
anomérico; y una tercera molécula de agua (Wsis3) a 4.63 A del carboxilato de PGA e
interaccionando con la Thr187 que esta a 3.20 A de PGA (Figura 19). En esta estructura, los
lazos que contienen a los residuos 167-182 y 297-300 no son visibles y por este motivo,
utilizamos las coordenadas generadas por el grupo del Prof. Antoni Planas (Universidad
Ramon Llull), que ellos obtuvieron modelizando dichos lazos con el programa
MODELLER?*' y llevando a cabo una simulaciéon MD de varios centenares de ns. De esta
manera, la construcciéon del modelo incluye diferentes contribuciones que dejan en
evidencia la complejidad de esta enzima que deriva de la plasticidad asociada a las GTs-ret.
Algunos de los procedimientos necesarios para la construccion del modelo, son la
asignacion de parametros, topologias y estados de protonacion. Asi, con la excepcién de la
His258 a la cual le fue asignado el estado de protonacién HSE, el estado de protonacién del
resto de los aminoacidos ionizables fue asignado a través del procedimiento PROPKA3.1%#
2% implementado en el servidor PDB2PQR.?*>** E| Mn** fue reemplazado por Mg** ya que
su tratamiento computacional es mas sencillo y tal reemplazo ha sido validado en trabajos
anteriores de nuestro grupo'®®y de otros grupos también."'®'?? Ademas, en el caso de GpgS
la actividad transferasa es maximizada usando este metal.”

La topologia, carga y parametros de la proteina, Mg®*, moléculas de agua y uridina difosfato
(UDP) corresponden a los del campo de fuerza CHARMM22,'*%272?% v en caso de los
carbohidratos fue usada la version CHARMM36 del campo de fuerza que ya incluye
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pardmetros para las uniones glicosidicas.”®%' La topologia y parametros del sustrato

aceptor PGA, se consiguieron a través de la pagina web ParamChem

232

que usa el campo

de fuerza Charmm Generalized Force Field (CGenFF) version 2b8,2*%* y el programa
CGenFF version 0.9.7.1.25%% | os parametros utilizados para PGA se muestran en las

siguientes tablas.

Tabla 3. Se indicanlos nombres de cada uno de los atomos que representan a la molécula de PGA (Columna:
Nombre de atomo), junto a el tipo de atomo que le corresponde dentro del campo de fuerzas CHARMM.

Ademas, se dan las cargas (u.a.).

Nombre de atomo Tipo de atomo CHARMM  Carga

C1
01
02
c2
03
Cc3
01P
P
02P
03P
04P
H2
H32
H33
HO3

CG203
0G2D2
0G2D2
CG311
O0G311
CG321
0G303
PG2
OG2P1
OG2P1
OG2P1
HGA1
HGA2
HGA2
HGP1

0.634000
-0.758000
-0.758000

0.046000
-0.621000
-0.182000
-0.403000

1.099000
-0.899000
-0.899000
-0.899000

0.090000

0.090000

0.090000

0.370000

En las siguientes tablas se dan los parametros del campo de fuerzas para los enlaces,

angulos de enlace y angulos diedros.

Tabla 4. Parametros del campo de fuerzas asociados a los enlaces a través de la siguiente ecuacion:
V, =k, (b—b )2 . En esta expresion, ks es la constante de fuerza del enlace y b, es la distancia de enlace de
(o

equilibrio.

Tipo de dtomo kg [kcal/(mol-A?)] b, [A]

CG203 CG311
CG203 0G2D2
CG311 CG321
CG311 OG311
CG311 HGA1
CG321 0OG303
CG321 HGA2
OG2P1 PG2
0G303 PG2
O0G311 HGP1

200.00
525.00
222.50
428.00
309.00
320.00
309.00
400.00
150.00
545.00

1.520
1.260
1.538
1.420
1.111
1.440
1.111
1.520
1.655
0.960
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Tabla 5. Parametros del campo de fuerzas asociados a los angulos de enlace por medio de las dos ecuaciones

siguientes: V, =Kk, (9_ 0,y Vyg =kys (S— S, )’ en las que ke es la constante de fuerza del angulo de

enlace; 6, es el valor de equilibrio del angulo; kuses la constante de fuerza del potencial Urey-Bradley; y Soes la
distancia (en A) entre los atomos 1-3.

Tipo de dtomo ko [kcal/(mol-rad®)] 6o[°] kus [kcal/(mol-A?)] So [A]
CG311 CG203 0G2D2 40.00 116.00 50.00 2.35300
0G2D2 CG203 0G2D2 100.00 128.00 70.00 2.25870
CG203 CG311 CG321 52.00 108.00
CG203 CG311 0OG311 45.00 109.00
CG203 CG311 HGA1 50.00 109.50
CG321 CG311 OG311 75.70 110.00
CG321 CG311 HGAT1 34.50 110.10 22.53 2.17900
0OG311 CG311 HGAT1 45.90 108.89
CG311 CG321 0G303 75.70 110.10
CG311 CG321 HGA2 33.43 110.10 22.53 2.17900
0OG303 CG321 HGA2 60.00 109.50

HGA2 CG321 HGA2 35.50 109.00 5.40 1.80200
CG321 0OG303 PG2 20.00 120.00 35.00 2.33000
CG311 OG311 HGP1 50.00 106.00
OG2P1 PG2 OG2P1 104.00 121.00
OG2P1 PG2 0G303 88.90 111.00

A continuacion, se dan los parametros para los angulos de torsion o diedros descritos por la
siguiente ecuacion Vpjegro.

Tabla 6. Parametros para los angulos diedros descritos por la siguiente ecuacion:
VDiedro = kg (1 + Cos(néf — 5)) enla que kses la constante de fuerza del angulo diedro, n es la multiplicidad
de la funcion, ées el angulo diedro y 6 es el desplazamiento de la fase.

Tipo de atomo k:[kcal/mol] n &[]
0G2D2 CG203 CG311 CG321 0.0500 6 180.00
0G2D2 CG203 CG311 0OG311 0.5500 2 180.00
0G2D2 CG203 CG311 HGA1 0.0500 6 180.00
CG203 CG311 CG321 0OG303 0.2000 3 0.00
CG203 CG311 CG321 HGA2 0.2000 3 0.00
0G311 CG311 CG321 OG303 0.2000 3 0.00
0G311 CG311 CG321 HGA2 0.1950 3 180.00
HGA1 CG311 CG321 OG303 0.1950 3 0.00
HGA1 CG311 CG321 HGA2 0.1950 3 0.00
CG203 CG311 0OG311 HGP1 0.2200 1 0.00
CG203 CG311 0OG311 HGP1 0.2300 2 180.00
CG203 CG311 0OG311 HGP1 0.4200 3 0.00
CG321 CG311 OG311 HGP1 0.3000 1 0.00
CG321 CG311 OG311 HGP1 0.3000 3 0.00
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HGA1 CG311 OG311 HGP1 0.0000 3 0.00
CG311 CG321 OG303 PG2 0.6000 1 180.00
CG311 CG321 OG303 PG2 0.6500 2 0.00
CG311 CG321 OG303 PG2 0.0500 3 0.00
HGA2 CG321 OG303 PG2 0.0000 3 0.00
CG321 OG303 PG2 0OG2P1 0.1000 3 0.00

Después de asignar los parametros y topologia, el homodimero fue solvatado en una caja
de moléculas de agua descritas por el modelo TIP3P;** las dimensiones de la caja de agua

fueron de 111:82-72 A%, y 26 cationes Na* fueron afiadidos para neutralizar la carga del
sistema que quedd conformado por 62571 atomos. Finalmente, el sistema completo fue
minimizado para liberar cualquier choque estérico. Cabe recordar que en este modelo inicial
estd incluida la molécula de agua W, que se encuentra cerca de la cara 3 del azucar, muy
proxima al carbono anomérico (apenas 2.19 A). Como se ha comentado, la posible
presencia de una molécula de agua en esta posicion inicié la sospecha de que pudiera estar
involucrada en la reaccién. Debido a que la distancia cristalografica es bastante pequefa,
se tuvo especial cuidado en el proceso de minimizacién inicial, para lo cual decidimos
combinar la aproximacion QWMM y MM antes de proceder a la dinamica molecular. Los
detalles se dan a continuacion.

4.2.2 Minimizaciones y Simulaciones de Dinamica Molecular:
Obtencion del Modelo 0

La minimizacion del sistema inicial contemplé 2000 pasos de optimizacion (algoritmo de
gradientes conjugados) unicamente para los atomos de hidrogeno y las aguas de
solvatacion, dejando el resto del sistema fijo. Después de la minimizacioén, se continu6 con
una MD de 10 ps, utilizando para ambas el campo de fuerzas CHARMM. A continuacion, se
empled la aproximacion QM(BP86/SVP)/MM(CHARMM) - los detalles de la particion QM y
MM se daran en el apartado 4.2.3 - para minimizar solo los hidrogenos de PGA y UDP-Glc,
y las posibles moléculas de agua cristalograficas que se encontraban en la vecindad del
carbono anomérico de Glc (W,, W3y W3s3); esto se hizo primero con el monémero Ay luego
con el mondmero B. Lo que se explica a continuacion, fue realizado manteniendo este
orden. Se prosiguio con la minimizacion de todos los atomos dentro de un radio de 10 A con
respecto al carbono anomérico (C1g), dejando fijos los atomos exteriores a la esfera de 10
A, ademés, se aplicd una restriccion armoénica con una constante de fuerza de 2
Hartree-Bohr? para la distancia C1g-Ow2, evitando de esta manera un distanciamiento
brusco entre estos dos atomos que se encuentran a tan solo 2.19 A. Después se
minimizaron los &atomos exteriores a la esfera de 10 A y se finalizd con la relajacion
completa del sistema, primero a nivel QM(BP86/SVP)/MM(CHARMM) y después a nivel
MM(CHARMM). La estructura obtenida se usé como punto de partida para la simulacion de
MD. Este complejo fue gradualmente calentada hasta 300 K, aplicando potenciales
armonicos para restringir el movimiento de los atomos pesados de la proteina, sustratos y
las aguas en la vecindad del carbono anomérico. Las restricciones posicionales sobre los
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atomos de la proteina fueron paulatinamente disminuidas hasta cero, seguido de una MD de
500 ps. Las restricciones posicionales sobre el resto del sistema fueron también
gradualmente reducidas, extendiendo la simulacion hasta 8 ns. La molécula de agua W, se
mantuvo a una distancia promedio de 3.99 + 0.50 A del carbono anomérico (C1¢,) y en los
primeros 2 ns de la MD, otra molécula de agua (W,) se aproxim6 al sitio activo,
permaneciendo ahi hasta el final de la simulacién. En total tres moléculas de agua, W,, W3y
W,, permanecen invariablemente cerca de la cara B del azucar interaccionando con COO~
pca. Ademas, la molécula agua W ;53 permanece formando un enlace de hidrégeno con W,
pero no con PGA (Figura 22).

Las minimizaciones y dinamicas realizadas bajo la aproximacion MM se llevaron a cabo con
el programa NAMD2.9;7**° para los andlisis estructurales, visualizacién y generacion de
figuras se utilizé el programa VMD.?*® Se aplicaron condiciones Periddicas de Contorno,
dinamica de Langevin para controlar la temperatura y el método que combina el piston de
Langevin'® y el método de Nosé-Hoover*® para mantener el sistema a 1 bar de presién. Se
aplico el algoritmo SHAKE'® sobre todas las distancias O-H de moléculas de agua,' lo
que permitio utilizar un paso de integraciéon de 2 fs para la integracion de las ecuaciones de
movimiento.

Varias estructuras de la simulacion de dinamica molecular fueron seleccionadas para

evaluar la reactividad. El criterio de seleccion fue establecido en base a la distancia del
nucledfilo al carbono anomérico (C1g-O3pea < 3.5 A), de modo que todos los complejos
seleccionados tuvieran una distancia que pudiera ser adecuada para la reaccién. Tanto la
posibilidad de un mecanismo de ataque frontal, como la del ataque de la molécula de agua
(W) por la cara B de la Glc fueron investigados mediante optimizaciones restringidas a lo
largo de una coordenada de reaccion adecuada (los detalles metodologicos de estos
calculos se dan en el siguiente apartado 4.2.3). En todos los casos, las barreras de energia
potencial calculadas a nivel QM(BP86/SVP)/MM(CHARMM) eran superiores a 34 kcal/mol,
un valor bastante mas alto que el derivado experimentalmente a partir de una k., de 800
min” (310 K), que corresponde a un valor de energia libre de activacién fenomenoldgica de
17.5 kcal/mol. Estos resultados sugieren que nuestro modelo inicial no es apto para la
catalisis pues no estabiliza suficientemente el estado de transicion y los productos. Como
muestra de estos resultados, a continuacion se dan los correspondientes a uno de los
complejos seleccionados, que denominaremos Modelo 0 0 modelo no catalitico.
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PGA

Figura 22. Representacion del Modelo 0 o modelo no catalitico obtenido a partir de la estructura 0 (Figura 19).
Se sefialan las distancias inter-sustratos masimportantes en A, asicomo aquellas que involucran a W, Leu209
y Thr187. Adicionalmente, se dibuja una flecha apuntando hacia arriba para recalcar la orientacién de C3pga.
Los hidrégenos apolares no se muestran.

La disposicion del grupo fosfato de PGA en el Modelo 0, es similar a la que se observa en el
complejo de Michaelis 4Y6N (Figura 25). Sin embargo, a partir de C3pga Y continuando con
el hidroxilo nucleofilico y el COOsga, aparecen diferencias en la conformacion de PGA que
se pueden reflejar a través de €. Este diedro tiene una valor de -0.4 ° en el Modelo 0y 24.0 °
en el complejo de Michaelis 4Y6N. Por otra parte, la distancia C1¢.-O3pca €n el Modelo 0 es
de 3.09 A un valor semejante al que se encuentra en el complejo de pre-Michaelis 4Y6U
(3.25 A), pero mas largo que el encontrado en el complejo de Michaelis 4Y6N, que es de
apenas 2.65 A (Figura 20). La W, se encuentra a 3.86 A del carbono anomérico y formando
un fuerte enlace de hidrogeno con O1pca @ una distancia de 1.61 A. Ademas, interacciona
fuertemente con W, (1.75 A) y Was; (1.76 A) pero no con la W3, la cual se mantiene
interaccionando con O1pga @ una distancia de 1.87 A (Figura 22). A continuacion, se
presentan las curvas de energia potencial a nivel QM(BP86/SVP)/MM(CHARMM) que se
han obtenido para el mecanismo de ataque frontal y ataque de W,, usando como base
catalitica el O1pga. Las coordenadas de reaccion que se utilizaron para simular estas
reacciones quimicas se dan en el siguiente apartado 4.2.3.
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Figura 23. Curvas de energia potencial a nivel QW(BP86/SVP)/MM(CHARMM) para A: el mecanismo de ataque
frontal (linea continua negra) y B: ataque de la molécula de agua W2 con O1pca ejerciendo el rol de base
catalitica y activando a la W2 (linea morada). También se sefialan algunas distancias importantes como: C1 gic-
Op en linea discontinua roja, C1aic-O3pca en linea punteada azul, HO3pga-Op en linea naranja, H1gic-Owz2 en
linea y circulo verde, C1gic-Ow2 en linea discontinua verde y O1pga-Hwe en linea verde y circulo negro. Las
coordenadas de reaccion que se utilizaron para simular estas reacciones se dan en la siguiente seccion 4.2.3.

El mecanismo de ataque frontal ocurre con una barrera de 38.7 kcal/mol y el producto esta
16 kcal/mol sobre el reactivo. En el punto de mas alta energia, el Oy, llega a posicionarse a
3.18 A del carbono anomérico mientras O3psa esta a 2.50 A de éste; la distancia C1g.-Op
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tiene un valor de 2.77 A, una distancia relativamente corta que llega a alargase hasta 2.84 A
cuando el ataque de PGA tiene lugar. La conformacién de PGA en el Modelo 0, que hemos
definido a través del angulo diedro €, tiene un valor -0.4 ° y el C3 apuntando hacia arriba
(Figura 22). En cuanto al ataque de W5, la barrera de energia es un poco mas baja 34
kcal/mol y el producto queda en aproximadamente 13 kcal/mol (Glucosa). Cabe destacar
que para simular este proceso se definidé una coordenada de reaccién doble que no incluia
la abstraccién del proton del agua por parte de PGA (O1pga-Hw2). Como se comentara en el
apartado 4.2.4, la coordenada de reaccion doble no funciona para todos los modelos pero
en este caso si lo ha hecho debido a la orientacion relativa que tiene W, con respecto a la
glucosa.

4.2.3 Simulaciones QM/MM del Mecanismo de Ataque Frontal

A continuacion se describe de forma genérica como se han realizado los calculos QWMM
para el estudio del mecanismo de ataque frontal. Primeramente, la caja de agua fue
reducida a una esfera que incluy6 todas las moléculas de agua dentro de un radio de 30 A
alrededor del carbono anomérico del UDP-Glc del monémero B, aunque conservando los
residuos de ambos mondémeros (12911 atomos) (Figura 24A). A continuacion se definio el
grupo de atomos activos, esto es, todos los atomos que se moveran durante las
optimizaciones o dinamicas realizadas a este nivel de teoria. El grupo de atomos activos
incluyo la totalidad de los residuos que tienen algun atomo dentro de una radio de 15 A del
carbono anomérico (C1g.) del UDP-Glc (mondmero B), con un total de 2093 atomos
activos, mientras que las coordenadas de los atomos fuera de la esfera de 15 A
mantuvieron fijas para aumentar la eficiencia computacional de los calculos. La region QM
quedoé conformada por 85 atomos que incluyeron al sustrato PGA, el monosacarido Glc y el
grupo difosfato de UDP (hasta el grupo CH,), el cofactor Mg** y su primera esfera
coordinacion formada por dos moléculas de agua (Wis; y Wasy), ¥ los residuos His258 y
Asp136; ademas, para el Modelo 1 y aquellos en los que las aguas estan presentes,
también se incluyeron en la region QM las 4 moléculas de agua W,, W3, W, y W33, las
cuales forman una red de enlaces de hidrégeno alrededor del grupo carboxilato de PGA
(Figura 24.B). También fueron necesarios tres 4tomos de hidrégeno (link atoms)**"*** para
saturar la valencia de los atomos QM en los que se definié particion QM/MM. Para reasignar

la carga de los atomos frontera se utilizé el esquema charge-shift."”***
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Figura 24. A: Representacién de la esfera seleccionada a partir del sistema solvatado en una caja de aguas y
previamente minimizado y equilibrado a través de MD. La capa exterior de la esfera representada con lineas
muy finas y suaves permanece fija a lo largo de las optimizaciones y la capa mas interna, representada por
lineas gruesas, se optimiza libremente, los sustratos se dibujan en barras mas gruesas. B: llustracién de la
region QM usadaenlos calculos QWMM, los atomos MM han sido dibujados en color gris; las lineas curvadas
rojas sefialan el sitio de corte entre region QM y MM. Las aguas Was2, Was7, Asp136, His258 ylos oxigenos O1f3
y O1a de los fosfatos By a, respectivamente, conforman la primera esfera de coordinacion de Mg?*. En el caso
del sustrato dador PGA y la glucosa transferible, no se realizaron particiones quedando descritas en su totalidad
a nivel cuantico;las aguas W2, W3, W, y Was3 sonincluidas en laregion QM también en aquellos modelos en los
que estan presentes. Por ultimo, se sefala con flechas de color lila la direccién en la que se moveran los
electrones durante la reaccién quimica ytambién se sefialan las interacciones de las aguas en lineas negras

discontinuas.

El mecanismo de reaccion fue simulado a través de una coordenada de reaccién triple o RC
(Reaction Coordinate), definida como RC = [d(Op-C1g) — d(O3pga-C161c) — d(HOS3psa-Op)],
(Figura 24.B) que permitié conducir el sistema desde reactivos a productos. La exploracion
del camino que conecta estas dos especies se llevo a cabo en pasos de 0.2 Ay para la
descripcién cuantica de los atomos se us6 el funcional de densidad BP86'%%"542442%¢ jynto |a
base SVP.?*’ Los atomos MM quedaron descritos con el campo de fuerzas CHARMM, este
nivel de teoria se denota como QM(BP86/SVP)/MM(CHARMM). Después, utilizando estas
geometrias, se recalculd la energia para cada una de las estructuras del perfil empleando el
nivel QM(M05-2X"%/TZVP?*®)/MM(CHARMM). El método M05-2X ha sido recomendado por
otros grupos para el estudio de carbohidratos y la disociacién del enlace UDP-galactosa.**®
La combinacion de métodos QM de distinto nivel es una practica habitual que se utiliza con
el objetivo de ahorrar tiempo de calculo. Ademas, para el Modelo 1 se probaron
optimizaciones utilizando el funcional de densidad PBE.'®®

Los calculos QM/MM fueron hechos con el programa modular ChemShell,"®"?*° empleando
el programa DL_POLY?" para el calculo de gradientes y energias al nivel MM. Para obtener
energias y gradientes al nivel QM se utilizaron TURBOMOLE,®* GAUSSIAN09** o
MNDO** segun se usara el funcional BP86 (o PBE), M05-2X o la aproximacion SCC-
DFTB,""*"'" respectivamente. En el célculo de las interacciones no covalentes, ningin cutt-
off fue usado a nivel MM o QM/MM. Para este ultimo, se aplico el esquema de acoplamiento
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electrostético.”*® Las optimizaciones libres o restringidas por un potencial en el caso de que
fuera necesario, fueron llevadas a cabo definiendo un conjunto de atomos activos, los
cuales se subdividen en una region QM y MM. La optimizacion o busqueda de estados de
transicion utiliza el esquema microiterativo, en el que ademas de los grupos de atomos ya
definidos, se debe también establecer un nucleo o conjunto de atomos que describan el
proceso quimico que ocurre.”*>**° Después de que un paso de optimizacién es completado
para el nucleo en el que se esta rompiendo o formando un enlace (ciclo macroiterativo), el
resto del sistema es relajado (ciclo microiterativo). El algoritmo de minimizacion empleado
es el L-BFGS (Limited memory Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno);?****® y en el caso de la
busqueda de estados de transicion, se utilizé un método que combina el algoritmo L-BFGS
con el algoritmo P-RFO (Partitioned-Rational Function Optimization).?***®® Ambos algoritmos
estan implementados en el médulo HDLCopt®® de ChemShell.

4.2.4 Calculos QM/MM para la Hidrdlisis de UDP-Glc por la W,

Debido a la proximidad de la W, al C1gc, en aquellos modelos en los que esta molécula de
agua esta presente, se simuld la hidrdlisis para formar glucosa usando como base catalitica
el grupo carboxilato de PGA (COOQO'%ga), especificamente el O1 que forma un enlace de
hidrégeno con esta agua. De forma general, el calculo se realiz6 igual que en el caso del
mecanismo de ataque frontal, pero definiendo otra coordenada de reaccion. En el caso del
complejo no catalitico (Modelo 0, apartado 4.2.2) y el Hibrido 1.A (apartado 4.3.5), una
coordenada de reaccion doble fue suficiente para simular el ataque de la molécula de agua
W,, esto es, RC = [d(Op-C1g1) — d(Ow-C1ei)], verificandose que uno de los hidrégenos de
W, se transfiere hasta el O1pga Sin necesidad de incluirlo en la RC. Contrariamente, en el
caso del complejo catalitico competente (Modelo 1, apartado 4.3.5) y el Hibrido 1.B
(apartado 4.3.5), la RC doble no dio resultados y se prob6 una RC triple, RC = [d(Op-C1g1)
— d(Owz-C1g) — d(Huo-O1p64)], la cual tampoco funciond. El andlisis de las estructuras de la
exploracion muestra que el H1g. comienza a orientarse directamente hacia el Oy, durante
el camino de reaccion. En esta nueva configuracion, generada cuando el enlace UDP-Glc
ya se ha roto, la molécula de agua parece quedar bloqueada por el H1g. y el ataque
nucleofilico no procede. Todos los detalles de estos estudios se daran en la seccion 4.3
cuando se discuta cada modelo.

4.2.5 Refinamiento del Modelo: Obtencion del Modelo 1

Con el objetivo de mejorar el modelo de cara a la catdlisis, se procedié a un refinamiento
qgue en otras ocasiones ha resultado efectivo. Este consiste en realizar una simulacion
adicional de MD de 50 ps, esta vez wusando la aproximacion QM(SCC-
DFTB)"">""*/MM(CHARMM), con el objetivo de conseguir un producto mas estabilizado Para
hacer esto, se utilizan los complejos enzima-producto (enzima-[PGA-GIc]) obtenidos en las
exploraciones del mecanismo realizadas con el Modelo 0. Después de una minuciosa
inspeccidon de la simulacién, fueron seleccionadas tres estructuras que se usaron como
puntos de partida para conducirlas de nuevo hasta reactivos. Para esto, se llevaron a cabo
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optimizaciones de geometria restringidas a lo largo de una coordenada de reaccion inversa,
obteniendo de esta manera un nuevo conjunto de complejos de Michaelis. El nuevo
conjunto de complejos asi obtenidos (por ejemplo el Modelo 1), comparte ciertas
caracteristicas que lo hacen mas parecido al complejo de Michaelis cristalografico que
finalmente se publicé (GpgS-Mn**-UDP-Glc-PGA-1, cddigo PDB 4Y6N), que fue obtenido
cuando el primer estudio computacional ya estaba terminado.

Figura 25. Superposicion de complejos ternarios nativos cristalograficos junto al Modelo 1. El complejo ternario
nativo inicial de GpgS (GfgS-Mn2+-UDP-GIc-PGA, estructura 0), se dibuja en color rosa; el complejo de
Michaelis 4YBN (GpgS-Mn**-UDP-Glc-PGA-1) se representa a través de carbonos verdes; yal Modelo 1 se le
asignan carbonos celestes. Ademas, se indica la orientacion de C3pca y el diedro € en cada complejo.

Como puede ser observado en la Figura 25, el proceso de modelizacién llevd a un cambio
en la conformacion de PGA en la que el grupo fosfato adopta una orientacion bastante
similar a la que se encuentra en el complejo de Michaelis 4Y6N, con C3pca apuntando hacia
arriba en ambos casos. Curiosamente, la disposicion del hidroxilo nucleofilico con respecto
a COO%pca en el Modelo 1 (Modelo catalitico) con €=59.6°, no muestra demasiadas
similitudes con ninguna de las dos estructuras cristalograficas. Esto es porque O3pga ¥
O1pea definen planos diferentes; mientras que en el complejo de Michaelis 4Y6N el valor de
€ (24.0°) es mas pequeno que en el Modelo 1, en el caso de la estructura 0 € tiene un valor
de 8.9°. A pesar de esto y debido a la notable semejanza en la orientacion del grupo fosfato
y la distancia C1gc-O3pca < 3.0 A, consideramos que los resultados obtenidos con el
Modelo 1 eran suficientemente fiables.

El refinamiento del Modelo O recién descrito, nos permitié conseguir complejos en los que la
distancia C1¢,-O3pca < 3.0 A. Ademas se observa que el agua W, se ha desplazado ~ 1 A,
quedando a unos 5 A del carbono anomérico e interaccionando de cerca con el COO pga.
Las barreras de energia potencial a nivel QM(BP86/SVP)/MM(CHARMM) correspondientes
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a los cuatro complejos que se seleccionaron son de 20.8, 20.9, 28.6 y 15.9 kcal/mol, dando
un promedio exponencial de 16.7 kcal/mol, que ya es mas cercano al valor derivado
experimentalmente. Cabe mencionar que para llevar a cabo el calculo del promedio
exponencial de barreras de energia, se asume que cada uno de los complejos E-S visitados
durante la trayectoria de MD tienen la misma probabilidad de ocurrencia. Ademas, se
asume que cada estructura seleccionada reacciona con una constante de velocidad local
que cumple con la Teoria del Estado de Transicion Convencional (Conventional Transition
State Theory, CTST), y que la barrera de energia libre es semejante a los valores energia
potencial."”®*®" Asi, la barrera de energia potencial promedio que corresponderia a la

constante de velocidad global de la reaccién es:*%*%%

. 1 & (—AEF
AE,, =—RTIn{— ) exp| ——— 4.1
0 2P Ry 1411

i=1

en donde AE]_y AE; corresponde a la barrera de energia promedio y la barrera de energia

ave

calculada para el camino de reaccion i, respectivamente. T es la temperatura, R es la
constante de los gases ideales y n es el numero de caminos de reaccion calculados. Al
aplicar la ecuacion 4.1, sélo consideramos un numero pequeno de estructuras a partir de las
cuales se generaron los caminos de reaccion, en este caso n=4, las cuales mostraban una
distancia C1¢.-O3psa < 3.5 A. Una seleccion aleatoria de un nimero mucho mas grande de
estructuras iniciales para el calculo de caminos de reaccion no podria llevarse a cabo pues
sobrepasaria las capacidades computacionales de las se dispone. La ecuacion 4.1 también
sera usada en los capitulos 5y 6.

La comparacioén entre las estructuras indica que estas diferencias energéticas provienen de
diferencias estructurales sutiles pero, como vemos, con importantes efectos. Se trata por
ejemplo, de la orientacién tomada por los atomos de hidrogeno de la molécula W 34, 0 por el
grupo O6g.. EI complejo que presentaba las mejores interacciones en relacion a la catalisis
fue seleccionado para proseguir con el estudio. A este complejo lo llamamos Modelo 1
(barrera de 15.9 kcal/mol). Con él se estudioé el mecanismo de ataque frontal y el de ataque
de la molécula de agua calculando los perfiles de energia potencial y localizando los puntos
estacionarios, se hicieron andlisis de cargas, de interacciones electrostaticas y se estimo la
importancia de los términos entrépicos y térmicos a la barrera.

4.2.6 Modelo 2: Modelo sin Aguas en el Centro Activo

Como se ha comentado en la introduccion de este capitulo, la resolucion a la que se obtuvo
la estructura cristalogréafica de estos complejos ternarios nativos de GpgS (2.35 A en el caso
del complejo de Michaelis), no permite concluir la presencia de las moléculas de agua W5,
W3 ni W53, de ahi que en las estructuras cristalograficas publicadas (4Y6N, 4Y6U y 4Y9X)
no se den coordenadas para dichas moléculas. Consistentemente con esta observacién
experimental, y partiendo del Modelo 1, se generé un modelo in silico que fuera coherente
con este hecho, al que llamamos Modelo 2. La comparacion de ambos modelos nos
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permitira analizar mejor el papel de estas moléculas de agua en caso de estar presentes,
asi como ver si esto afecta las conclusiones mecanisticas sobre GpgsS.

4.2.7 Simulaciones Adicionales del Mecanismo de Reaccion:
Hibrido 1.A e Hibrido 1.B

Con el objetivo de investigar mas a fondo el rol de las moléculas de aguas que se
encuentran en la vecindad del centro anomérico, asi como también la influencia de la
conformacion del PGA en las barreras energéticas del mecanismo, se han construido
modelos hibridos in silico. Los modelos in silico se construyeron combinando coordenadas
del complejo de Michaelis catalitico (Modelo 1), con las del Modelo 0 y la estructura
cristalografica 4Y6N, Hibrido 1.A e Hibrido 1.B, respectivamente. En el Modelo 1 se
reemplazaron las coordenadas de PGA, W,, W3y W,, por las coordenadas de PGA, W,, W,
y W, correspondientes a dos estructuras: el Modelo 0 6 complejo no catalitico (Hibrido 1.A o
H 1.A); y el complejo de Michaelis cristalografico GpgS-Mn*-UDP-Glc-PGA-1, cédigo PDB
4Y6N (Hibrido 1.B o H 1.B). En este Uultimo caso, las coordenadas de las aguas
corresponden a las que se obtendria si se asignara la densidad electronica en cuestion.
Hecho esto, los calculos de optimizacion y coordenada de reaccion se llevaron a cabo tal
como se describié previamente en el apartado 4.2.3.

4.2.8 Calculo de Contribuciones Electrostaticas

Con el objetivo de cuantificar el rol de diferentes residuos enziméaticos, asi como el de las
moléculas de agua en la vecindad del azucar, en los modelos en los que estan incluidas, se
llevan a cabo calculos puntuales de energia al nivel QM(M05-2X/TZVP)/MM(CHARMM) a lo
largo del camino de reaccion. Para calcular la contribucion de aquellos residuos que forman
parte del subsistema clasico (residuos MM), la carga del residuo de interés se hace cero y
se calcula la energia del sistema [término 1]. Después se extrae el término energetico
QMMM asociado al residuo con su carga MM [término 2] y se le resta el término [1]. La
sustraccion de estos dos términos da una estimacion de la interaccion electrostatica de
dicho residuo con la zona QM, a la que nos referimos como contribucién electrostatica del
residuo. La contribucion electrostatica la definimos arbitrariamente de la siguiente manera:
un término negativo indica que hay una contribucion favorable, es decir, que el residuo
mejora la o las interacciones que establece con la region QM a lo largo de la reaccion; por el
contrario, un término positivo indica que el residuo deteriora sus interacciones con la region
QM. En ambos casos se utiliza como referencia el término electrostatico residuo-region QM
calculado para el reactivo y por consiguiente, las interacciones se ven favorecidas o
desfavorecidas con respecto a éste.

Cuando se quiere calcular la contribucion electrostatica de residuos que forman parte de la
region QM, como pasa con COO'pga Y las moléculas de agua W,, Wi, Wis3 y Wy, el
procedimiento incluye un paso adicional. Este paso adicional consiste en calcular el término
2, con el residuo en cuestion puesto en el subsistema MM. Después se le resta el término
[1], al igual como se explico previamente.
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4.2.9 Calculo de Cargas Naturales e Interacciones de Orbitales
Naturales

Para llevar a cabo el andlisis de cargas y de orbitales de enlace naturales (NPA** y
NBO,***%* respectivamente, por su sigla en inglés), se ha utilizado el programa NBO v3.1%*’
incluido en el programa Gaussian09.>>® El nivel de teoria que se emplea para realizar este
analisis corresponde al QM(M05-2X/TZVP)/MM(CHARMM), y se utilizan las estructuras de
minimos (R, IP y P), de puntos de silla (TS) o de estructuras que se han optimizado con
algoritmos de busqueda de estados de transicion, pero para los cuales no se ha encontrado
una frecuencia imaginaria (oxobarbenio, OC). Todas estas estructuras se han obtenido al
nivel de teoria QM(BP86/SVP)/MM(CHARMM). Como podra verificarse mas adelante, se
seleccionan las cargas de los atomos C1, O5 y H1 de la glucosa, las cuales se suman y
relativizan con respecto al reactivo, por lo que la carga de esta especie sera cero. En el
caso de las interacciones entre orbitales moleculares, el andlisis se hizo para todas las
especies UDP----OC pero sélo se mostrara el relacionado con el IP. El IP es una estructura
representativa de las especies UDP----OC y ha sido inequivocamente caracterizado como
minimo.

4.2.10 Simulacion de Umbrella Sampling para el Mecanismo de
Ataque Frontal

Se llevaron a cabo simulaciones de MD empleando la técnica de Umbrella Sampling®®****

(US por su sigla en inglés) y el nivel QMSCC-DFTB)/MM(CHARMM) con el objetivo de
obtener una estimacién de la importancia de los efectos térmicos y entropicos en la barrera
de energia potencial del mecanismo de ataque frontal para los Modelos 1 y 2. A pesar de
que este método de calculo sobreestima las barreras de energia relacionadas con
reacciones de transferencia de azucares, tendiendo a dar como resultado perfiles mas bien
concertados, su naturaleza semiempirica permite evaluar el perfil de energia libre en un
tiempo razonable.

En este caso, el camino de reaccion fue explorado en pasos de 0.1 A y 80 estructuras
resultaron del célculo de este camino; a cada una de éstas se le denomina ventana dentro
del marco US. Durante las simulaciones de MD realizadas para cada una de las ventanas,
se aplico una constante de fuerza de 59 kcal-mol"-A? sobre la RC = [d(Op-C1g1) — d(O3pca-
C1er) — d(HO3psa-Op)], de modo de prevenir que la estructura se aleje demasiado de la
estructura de referencia dentro de cada ventana, pero también permitiendo solapamiento
entre ventanas sucesivas. Para la simulacion de MD se especificd un colectivo NVT y se
uso la region activa anteriormente definida en el apartado 4.2.3. La temperatura se ajusto
aplicando los termostatos de Nosé-Hoover'®®'?" y Berendsen,'®® y el algoritmo SHAKE se
aplicé a todas las distancias O-H. La temperatura inicial del sistema fue establecida en 10 K
y luego incrementada en pasos de 5 K. Al inicio de cada nueva definicion de temperatura el
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sistema fue sometido a cortas equilibraciones de 0.1 ps hasta alcanzar los 300 K. En esta
etapa, el sistema fue equilibrado durante 10 ps, seguido de una MD de produccion de 50 ps
mas a partir de la cual se realizé el muestreo para el célculo del perfil de energia libre. El
andlisis de los datos generados se llevd a cabo con el método Umbrella Integration
(U7 v Weighted Histogram Analysis Method®®® (WHAM), aunque soélo el primero se
consiguid un buen ajuste de los datos. Para las simulaciones de US se utilizé el médulo
Dynamics implementado en el programa ChemShell.
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4.3 Resultados y Discusién

Para iniciar la descripcion de este estudio, comentaremos sobre los residuos que
interaccionan con el sustrato dador UDP-GlIc y el sustrato aceptor PGA. Estos residuos se
subdividen en aquellos que interaccionan con UDP y luego con Glucosa. En el caso de las
moléculas de agua situadas en la cercania del carbono anomérico o del grupo carboxilato
de PGA, se describiran en la seccién correspondiente de cada modelo.

(

g

Gly113

'~

W357

,\M\

: ( Ser135

Leu52

N~/ /

r\Ar9259

e
Asp136
Glu54

Figura 26. Residuos en el sitio de asociacion de UDP. Las distancias de interaccion se indican a través de
lineas discontinuas grises yverdes, en el caso de los residuos que forman la primera esfera de coordinacion del
Mg*" (esfera verde). Los residuos que se encuentran en la cavidad son; Gly113 y Ser81 en el caso de Uracilo;
Glub4, Ser135 yLeu52 en el caso de 4-deoxiribosa; Tyr229, Arg261, Arg259 en el caso del grupo difosfato; y el
cofactor metalico, cuya esfera de coordinacidn la conforman dos molécula de agua, Wz y Wasz, el Asp136, la

His258 ylos oxigenos O1ay O2f del grupo difosfato.
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Como puede apreciarse en la Figura 26, UDP interacciona con diferentes residuos: su grupo
Uridina esta rodeado por Ser81, Leu52, Ser135, Gly113 y Glu54. El grupo difosfato
interacciona con: Tyr229 (0O2a), Arg259 (O1a) y Arg261 (O2a). Por supuesto, la asociacion
de este grupo esta fuertemente vinculada al catién metélico o cofactor, Mg®*. La primera
esfera de coordinacion del catién incluye a His258, Asp136, O1a, O2B, Wa4 Yy Ws;.

El sustrato aceptor PGA, es una molécula con carga neta negativa igual a -3 y es de
esperar que sus grupos cargados, COO" y PO5?%, se alejen lo mas posible el uno del otro.

)~ | Gly183
‘/Gly1 84

{Thr187

Figura 27. Residuos en el sitio de unidon de PGA, las distancias de interaccién se indican a través de lineas
discontinuas grises. Los residuos que se encuentran en esta cavidad de union del sustrato aceptor son; Arg185,
Thr187, Gly184, Gly183, Arg167, Asn260 e His258. Ademas, el PGA orienta su hidroxilo nucleofilico hacia Op,
una interaccion relevante en la catalisis.

Se observa que el grupo fosfato de PGA forma varias interacciones fuertes con Asn260,
Arg167, Gly183, Gly184, Arg185 e His258, el ultimo residuo también forma parte de la
esfera de coordinacién del Mg®*. Asi, 6 residuos, dos de ellos con carga neta positiva, estan
interaccionando con el fosfato de PGA. En el caso del grupo carboxilato, éste forma dos
interacciones con un unico residuo, la Thr187. Por ultimo, el PGA establece una importante
interaccion el grupo fosfato B (HO3pga-Op), que como se ha comentado tiene una gran
relevancia en la catalisis debido a que Or abstraera ese protén para activar el PGA para el
ataque nucleofilico, formandose de esta manera el nuevo enlace glicosidico.

Finalmente, analizamos los residuos que interaccionan con la Glucosa. La Glucosa se une a
la enzima formando parte del sustrato dador UDP-GlIc, asi que en la Figura 28 se incluye el
grupo fosfato 3 de UDP.
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Figura 28. Residuosen el sitiode uniéon de Glc, las distancias de interaccion se indican nuevamente a través de
lineas discontinuas grises. Los residuos que se encuentran en este sitio de unién son; Arg256, Asp134, Lys114,
Glu232y Leu209. Adicionalmente, se incluye el fosfato § de UDP para sefalarla interaccion intra-sustrato dador
02B-HO2gc.

La Arg256 interacciona con Glucosa a través de su O2 mientras que Asp134, que es parte
del motivo Asp134-Ser135-Asp136, interacciona de cerca con HO3. Lys114 y Glu232
interaccionan fuertemente entre si y corresponden a la pareja de residuos conservados que
se encuentran en las GTs-ret (GT-A) y pueden también aparecer como Arg o Asp (ver
apartado 1.3.3.2). Cada uno de ellos establece dos interacciones con la Glucosa: Lys114
con 03/04 y Glu232 con HO4/HO6. Ademas, se incluye a la Leu209 que se ubica en la cara
B de la Glucosa, a ~ 4.2 A del carbono anomérico.

De acuerdo a las discusiones que se haran mas adelante, es conveniente tener en mente
los residuos que definen la cavidad del azucar transferible, en este caso Glucosa; y los
residuos de la cara 3 del azucar, que en esta enzima corresponde a una Leu209. De hecho,
de cara al estudio mecanistico, sélo el carbonilo de la Leu209 cuyo oxigeno esta a una
distancia que oscila entre 4.1 — 4.3 A del carbono anomérico C1¢, esta situado en la cara B
del azucar en los Modelos que presentaremos a lo largo de este capitulo. En principio, es
una posicion que parece indicada para el ataque nucleofilico, sin embargo este grupo no es
buen nucledfilo tal como esta y seria necesaria una activacion. Debido a esto, el mecanismo
de doble desplazamiento involucrando a un residuo de la enzima no fue simulado para esta
enzima.

A continuacién, se describiran en detalle los resultados y conclusiones derivados de los
diferentes experimentos computacionales que se realizaron en cada uno de los modelos
antes mencionados (excepto para el Modelo 0, cuyos resultados ya se han comentado en el
apartado 4.2.2). Para ser fieles a la cronologia de nuestro trabajo, se explicaran los
resultados conseguidos a través del Modelo 1 (con aguas). Después se discutiran los

89



resultados obtenidos en base al Modelo 2 (sin aguas). Los resultados publicados
corresponden al Modelo 2 pues en éste no se ha considerado el efecto de las posibles
moléculas de aguas y por consiguiente, representa un modelo mas acomodado a la
informacion experimental que surgié después de haber finalizado el estudio del Modelo 1.

4.3.1 Modelo 1 o Complejo Catalitico: Mecanismo de Ataque
Frontal

Como se indico mas arriba, se selecciond uno de los complejos para los que se habia
calculado el perfil de energia potencial, con el objetivo de llevar a cabo un andlisis mas
completo de la reaccion. A continuacion se presentan y discuten los resultados para este
modelo. Para guiar el sistema desde reactivos a productos se empled una coordenada de
reaccion triple RC = [d(Op-C151) — d(O3pca-C161) — d(HO3pc4-Op)]. Inicialmente, se usaron
dos niveles de teorias para estudiar el mecanismo de ataque frontal, el método
QM(BP86/SVP)/MM(CHARMM) y el QM(PBE/SVP)/MM(CHARMM). En ambos casos se
recalcularon las energias de las estructuras del camino de reaccion al nivel QM(MO5-
2XITZVP)IMM(CHARMM). Los caminos de reaccion obtenidos resultaron ser muy
semejantes tanto a nivel estructural como energético, y los valores de la coordenada de
reaccion a lo largo del camino para los puntos de mas alta energia (AE*; y AEY), y el
intermedio (AE'") son analogos, diferenciandose en apenas centésimas de A. Como
muestra de estas similitudes, en la Tabla 7 se indican las energias mas altas a lo largo del
camino de reaccion (posibles TS1 y TS2), asi como el posible IP. En este ultimo caso,
también se dan las distancias del punto asociado al IP.

Tabla 7. Barreras de Energia Potencial (AEI) y energias de reaccion (AE) en kcal/mol, junto a algunas distancias
relevantes para el mecanismo de ataque frontal. Los valores energéticos y distancias fueron obtenidos a dos
niveles de teoria diferentes, QM(BP86/SVP)/MM(CHARMM) y QM(PBE/SVP)/MM(CHARMM). En cada caso se
realizaron calculos de energia puntuales al nivel QM(M05-2X/TZVP)/MM(CHARMM). Los reactivos y sus
distancias corresponden a estructuras optimizadas sin restricciones. Por el contrario, |as barreras de energia 'y
las distancias del IP corresponden a puntos del camino de reaccién con valores de coordenada de reaccion
analogos (-1.29 y-1.31 Aa nivel QU(BP86/SVP) y QW(PBE/SVP), respectivamente).

Reactivo (IP) [A]

Tratamiento QM AEY, AE® AE% AE Clei-Op C1Gic-O3pca Clcic-Ow2 Op-HO3pca

BP86/SVP 159 124 118 -27 150(3.00) 291(264) 5.10(3.21) 2.49(1.66)

MO05-2X/TZVP// BP86/SVP 18.4 149 189 0.0

PBE/SVP 153 146 124 -13 150(2.99) 291(264) 5.02(3.24) 2.49(1.66)

MO05-2XTZVP// PBE/SVP 186 152 193 -13
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Como puede observarse en la Tabla 7, tanto a nivel energético y estructural los resultados
BP86 y PBE con la base SVP son muy parecidos. Esto se mantiene cuando las energias
son recalculadas a nivel M05-2X, que es el recomendado para la correcta representacion
del rompimiento del enlace glicosidico y que, como se observa, incrementa el valor de las
barreras energéticas (especialmente la asociada con al ataque nucleofilico); también
incrementa la energia del intermedio con respeto a los reactivos. Una vez observados estos
comportamientos, decidimos quedarnos con el doble nivel que el grupo habia estado
utilizando en otros sistemas.

Partiendo del camino optimizado a nivel QM(BP86/SVP), diferentes puntos del camino de
reacciéon fueron usados como aproximaciones iniciales de las estructuras de estados de
transicion o minimos. Estos puntos fueron optimizados sin ninguna restriccion vy
caracterizados con caélculos de frecuencias y cargas, indicandose también las
conformaciones que adquiere el azucar representadas por los parametros Cremer-Pople
(Tabla 8). La siguiente descripcién involucra a los puntos estacionarios obtenidos: los
reactivos, un intermedio de par i6nico UDP-oxocarbenio, los productos y los
correspondientes puntos silla (TS1y TS2) que los conectan (Tabla 8).

En el Reactivo de este Modelo 1, el O3pga esta a 2.91 A del C1g, mientras que el HO3pea Se
orienta hacia Op, ubicandose a una distancia de 2.49 A. Ademas, vale la pena mencionar la
distancia entre el grupo carboxilato de PGA vy el hidrégeno enlazado al carbono anomérico
de la glucosa (O1pca-H1gc), que tiene un valor de 3.51 A. Esta distancia es importante
debido a que el grupo carboxilato podria facilitar la ruptura UDP-Glc a través de la
estabilizacion de las especies oxocarbenio (OC) que se generan durante este proceso.
Curiosamente, la molécula de agua cristalografica W, tiene su oxigeno a 4.28 A del H1g y
a la vez interacciona con O1pga @ 1.91 A (ver Tabla 8). La conformacion adoptada por el
hidroxilo nucleofilico con respecto al carboxilato de PGA es un parametro interesante de
seguir a lo largo de la reaccion de transferencia y para hacer esto, se define el angulo de
torsién formado por (O1-C1-C2-O3)pca, €l cual llamamos ¢ y tiene un valor de 59.60° en el
Reactivo.

Es interesante comentar como es en este Modelo 1 la red de enlaces de hidrogeno formada
por las aguas W,, W3, W, y W3s3 (Figura 29). Las aguas W,, W; y W, forman enlaces de
hidrégeno con el O1pga; W4 también establece interaccion con O2¢.; W3 interacciona con
W, y con la Arg167 y W, forma enlaces de hidrégeno con W, y Wjs;. Esta red de
interacciones es el resultado de la combinaciéon de simulaciones clasicas (MD) y QMWMM
(caminos de reacciéon y MD). En el Modelo 1, la molécula de agua mas cercana al C1g. se
posiciona a 5.10 Ay a su vez, a 1.91 A del O1pea (W>). Continuando con la descripcion
mecanistica y las interacciones que podrian facilitar la disociacion de UDP-GIc, es
importante indicar que en el punto del perfi RC= -3.39 A, la distancia Op-HO3pcs se ha
reducido a 2.09 A, 0.40 A mas pequefia que el reactivo; y el oxigeno nucleofilico O3pca esta
a 2.75 A del C1¢. La presencia de la interaccion Op-HO3pc, en el reactivo o su formacion al
inicio de la reacciéon se ha encontrado en todas las GTs-ret estudiadas hasta la fecha y
forma parte de la estrategia de catalisis asistida por sustratos para facilitar la salida del
grupo saliente. Interacciones adicionales que podrian participar de la catalisis asistida por
sustratos son por ejemplo las interacciones: C1gc-O1pga Y HO26,-023.
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Tabla 8. Caracteristicas estructurales y electronicas de los puntos estacionarios. Las energias relativas
(AE(QM/MM)) se dan en kcal/mol y corresponden al nivel QUM(M05-2X/TZVP//BP86/SVP)/MM(CHARMM). Las
unidades de medida para las distancias, frecuencias, cargas y los parametros de Cremer-Pople (¢ y 6),
correspondena A, cm™, unidades atémicas (u.a) y grados (°), respectivamente. Adicionalmente, se sefialan en
azul las interacciones entre PGAy W con Glc.

Interaccion Reactivo TS1 P TS2 Producto
C16c-Op 1.50 2.79 3.03 3.15 3.27
C1¢c-O3pca 2.91 2.69 2.62 2.13 1.46
C16-O5¢1c 1.38 1.27 1.27 1.29 1.40
Op-HO3pca 2.49 1.70 1.64 1.45 1.03
0O3pca-HO3pca 0.98 1.01 1.02 1.06 1.54
Glc --- PGA C16e-O1pca 4.60 4.51 4.39 3.91 3.33
Glc --- W, C1cc-Ow2 5.10 3.66 3.20 3.29 3.63
Glc --- PGA H1gc-O1pca 3.51 3.47 3.44 3.43 2.61
Glc --- W, H1ge-Ows2 4.28 2.69 2.16 2.24 2.60
Henlaces W2 H2W3-OW2 195 265 312 278 230
Hentaces W2 H2353-Owo 1.82 1.82 1.85 1.84 1.85
Henlaces W2 OW4-H2W2 1 80 1 79 1 78 1 79 1 85
I6n-dipolo W5, O1pga-H1w2 1.91 1.83 1.80 1.79 1.80
Dipolo-ién O1pga H1ws-O1pca 1.93 1.75 1.77 1.81 1.88
Dipolo-ion O1pga H2w4-O1pca 1.93 1.89 1.83 1.79 1.78
H1w4-O2¢c 1.83 1.87 1.83 1.75 1.71
HO2:.-O2Bupp 1.51 1.40 1.42 1.47 1.64
Torsion € 59.60 4404 37.71 41.80 49.14
C161=OLeu209 4.08 2.94 2.98 3.12 3.66
O1B-H2y342 1.91 1.64 1.63 1.61 1.64
O1B-H1lwa14 2.04 1.96 1.92 1.85 1.81
O4Ppca-H2\y414 1.71 1.71 1.71 1.69 1.67
a(C1aic) 0.35 0.57 0.56 0.52 0.34
aq(H1gic) 0.24 0.28 0.28 0.25 0.20
a(O5ai) -0.48 -0.36 -0.36 -0.40 -0.51
Aq(C1gc+ Hlget+ O5¢) 0.00 0.38 0.37 0.26 -0.08
0} 146.38 246.81 251.39 257.98 258.48
0 5.91 4415 48.78 44.67 24.72
Conformacién ‘Cq ‘E ‘E-*Hs  ="Hs ~'C,
AE 0.00 14.99 14.81 18.83 0.36
Frecuencias 42.82i Reales 42.35i

Al alcanzar el TS1 la distancia C1g.-Op tiene una valor de 2.79 A; el HO3pga y O3pca €stan
a 1.70 A del Op y 2.69 A del C1g, respectivamente. Estas reorganizaciones ocurren al
mismo tiempo que la distorsién de Glc, que alcanza una conformacion “E en la que O5-C1-
C2 son coplanares. La disminucion de la distancia C1.-O5¢, desde 1.38 A hasta 1.27 Ada
cuenta del fuerte caracter de doble enlace (C1g Sps — Sp2) que estabiliza parcialmente el
desarrollo de carga positiva (0.38 u.a.) en el centro anomeérico. Las distancias C1gc-O1pgay
H1c-Ow2 se han reducido a 4.60 y 2.69 A, respectivamente. El coste energético para llegar
a TS1 es de 14.99 kcal/mol al nivel QM(M05-2X/TZVP//BP86/SVP)/MM(CHARMM). Luego,
el sistema evoluciona hasta un IP (UDP----OC) en el que la energia se ha reducido en 0.18
kcal/mol y las distancias C1gc-Op, C1cic-O3pea ¥ Op-HO3pga son 3.03, 2.62 y 1.64 A
respectivamente.
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Figura 29. Representacion de las reorganizaciones atdmicas claves a lo largo del camino de reaccién. Cada
estructura corresponde a un punto optimizado en el orden: Reactivo (R), otra configuracién del R que
corresponde al punto -3.39 A de la RC, el estado de transicién 1 (TS1), el intermedio IP, el estado de transicion 2
(TS2)y el producto (P). Las distancias se danen A
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El IP corresponde a una estructura altamente disociada en el que la carga en el centro
anomeérico es de 0.37 u.a. y las distancias C1g-O3pca ¥ Op-HO3psa han disminuido
discretamente hasta 2.62 y 1.64 A, respectivamente. Curiosamente, la distancia H1gc-Ow y
el diedro € han disminuido hasta 2.16 Ay 37.71°, respectivamente. La reorientacién de O,
hacia H1g. ocurre conservando su interaccion con el carboxilato de PGA (O1pga-Hw2= 1.80
AenelIPy1.91Aen el R). Para que la reorientacion de W, sea posible, ésta debe romper
un enlace de hidrogeno con el agua W; (Tabla 8). A partir de aqui, el aceptor se aproxima a
Glc formando un TS2 con distancias C1ge-O3pca ¥ Op-HO3pea de 2.13A y 1.45A
respectivamente, mientras que C1¢.-Op tiene un valor de 3.15 A. La formacién del producto
ocurre con una barrera global de 18.83 kcal/mol. La nomenclatura IUPAC para el
mecanismo seria Dyss Ay DA, 10 que quiere decir que se trata de una mecanismo en dos
etapas, aunque la estabilizacién del IP con respeto al TS1 es muy pequefa. En el IP, el
grado de disociacion del UDP-GIc es alto y muy sensible a pequefias variaciones de los
grupos que rodean al centro anomérico en el sitio activo; ademas, el IP es la estructura que
establece el escenario para que PGA consiga aproximarse sin que eso suponga un gran
impedimento estérico para la catélisis. La compleja naturaleza de la especie UDP----OC se
refleja en una hipersuperficie muy plana que dificulta extremadamente su caracterizacion
como minimo (IP) o como punto de silla (TS). A pesar de esto, se trata de un mecanismo de
ataque frontal con la formacion de un IP de alta energia y probablemente de muy corta vida,
que consideramos la especie precursora del nucledfilo activado.

Los calculos sefialan que la barrera de energia limitante de la reaccion es 18.8 kcal/mol, la
cual se acerca razonablemente a la barrera de activacion fenomenologica de 17.5 kcal/mol
calculada a partir de una k.. de 800 min™ a 37°C.

Con la intencion de estimar el efecto de las contribuciones entropicas y térmicas en el
mecanismo de reaccion, se llevaron a cabo simulaciones de US al nivel QM(SCC-
DFTB)/MM(CHARMM). A pesar de las limitaciones que ya se han comentado para este
meétodo, su naturaleza semiempirica permite evaluar el perfil de energia libre en un tiempo
razonable.
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Figura 30. Perfil de energia potencial (linea negra) y el Potencial de Fuerza Media (PMF por su sigla en inglés,
linea azul) para el mecanismo de ataque frontal en GpgS en base al Modelo 1.

Se observa que los valores de energia libre y potencial comienzan a diferenciarse pronto en
la reaccion. Al analizar las estructuras se observa que el problema central de esta
simulacion, es que al optimizar el Reactivo a nivel QM(SCC-DFTB)/MM(CHARMM) se
pierde la interaccion HO3pga-Op. Al aplicar la coordenada de reaccién triple, el O3pga S€
comienza a acercar hasta C1g, demasiado pronto, es decir, cuando el enlace C1¢,-Op alin
no ha comenzado a disociarse. La disociacion estaria mas favorecida, en el sentido de que
podria ocurrir mas pronto, si la interaccion HO3pga-Op estuviera presente desde el principio.
A consecuencia de esto, PGA y UDP se alejan repentinamente del carbono anomérico a un
valor de RC -1.3 A justamente en la regidon en la que aparece una discreta bajada de
energia (Figura 30, linea negra). Después, la energia continua subiendo hasta que PGA se
acerca bruscamente al C1g. (RC -0.3 A). El valor mas alto de energia potencial es de 38
kcal/mol y corresponde a la estructura que antecede el acercamiento repentino entre PGA'y
C1gic. En este punto de mas alta energia, las distancias C1gc-Op, C161c-O3pca Y HO3psa-Op
toman valores de 3.74 A, 2.51 Ay 1.63 A, respectivamente.

El perfil de energia libre muestra zonas en las que la energia diverge bastante de los
valores de energia potencial, apareciendo diferencias considerables a partir del inicio de la
disociaciéon UDP-GIc y en toda la zona de coexistencia de las especies UDP----OC. La
barrera de energia libre calculada tiene un valor de 42 kcal/mol, 4 kcal/mol mas alta que la
obtenida a nivel de energia potencial. Por todo ello, los calculos SCC-DFTB aunque no sean
muy fiables muestran que las contribuciones térmicas y entropicas aumentan la barrera un
maximo de un 10%. Asi extrapolando al nivel M05-2X/TZVP, esto implicaria un razonable
aumento de barrera de menos de 2 kcal/mol.
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aproximado un poco mas a ésta. Adicionalmente, el cambio de € [(O1-C1-C2-O3)sca] parece
estar relacionado no soélo con la disociacion UDP-GIc sino también con la apropiada
orientacion de PGA con respecto a UDP a través de la interaccion Op-HO3pga. Como se ha
destacado anteriormente, la interaccién Op-HO3pga €s fundamental en esta reaccion pues
facilita el alejamiento del grupo saliente y, ademas, promueve la activacion del nucledfilo
para el ataque.
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Figura 32. Contribuciones electrostaticas de COOpga con el sustrato dador UDP-Glc a lo largo de la reaccion de
transferencia de glucosa. En un caso se calcula el t¢érmino de interaccion de COO pga s6lo con UDP-Glc (barras
rojas), y luego se afiade el término de interaccion con las moléculas de agua (barras azules). En el tltimo
término (barras amarillas), se evalla el efecto de COO'pea Yy las aguas como un conjunto. En el eje vertical
secundario (derecha), se sefialan los valores de € ((01-C1-C2-03)pca), Y la linea negra representa su variacion
alo largodela reaccién. Esto nos permitira observar surelacion con el grado de disociaciéon del sustrato dador
UDP-Glc. Los valores negativos indican que el residuo o fragmento mejora sus interacciones con la region QM
con respecto al reactivo, o dicho de otra manera, estabiliza durante la reaccion. Los valores positivos indican lo
contrario.

Cuando el término de interaccién con las aguas es considerado, ya sea en la interaccion de
COO%ga con el conjunto {UDP-GIc y aguas} (azul), o en la interaccién del conjunto {COO"
pca Y @aguas} con UDP-Glc (amarillo), se observa que en ambos casos la interaccion es mas
estabilizadora, lo cual sugiere que esta especie de esfera de solvatacién que forman las
aguas alrededor de COO’pga podrian facilitar la formacién de la especie UDP----OC.
Curiosamente, la estabilizacion sigue siendo importante aun cuando la transferencia de
glucosa ya ha sido completada y muestra valores especialmente altos cuando el diedro € ya
ha alcanzado un valor de  40.0°.

Este primer andlisis parece indicar que las moléculas de agua podrian brindar un buen
ambiente electrostatico que mejoraria las interacciones entre los dos sustratos. La pregunta
que surge en este punto es ¢;se necesita que algo mejore la habilidad intrinseca de un
grupo carboxilato para interaccionar favorablemente con una carga neta positiva en la
especie UDP----OC? Pues en este caso pareciera ser que si. Si bien la aproximaciéon de
COOpga seria favorable para la especie UDP----OC, lo prioritario es el acercamiento del
hidroxilo nucleofilico y ambos forman parte de la misma molécula. Bajo este escenario, la
proximidad de COO’ss podria requerir de una regulacion adicional en orden a no
desfavorecer el ataque del nucledfilo. Para intentar desentrafar en alguna medida el papel
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que juegan las moléculas de agua, también se han calculado las interacciones
electrostaticas de éstas con UDP-Glc y ademas, se ha estimado el valor de la interaccion
entre ellas y COO pgp.
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Figura 33. Contribuciones electrostaticas de cada molécula de agua ylas aguas en conjunto con UDP-Glc: W»
barras azules, W3 barras amarillas, W4 barras rosas y Was3 barras grises. La interaccion de {W2-W3-W4-Wss3} 0
simplemente aguas con UDP-GIc, es representada por las barras verdes. Ademas se incluye el término de
interaccion de las aguas con COO'pea en barras celestes. La linea negra muestra el comportamiento de ea lo
largo de la reaccion.

Cuando se analiza la interaccion con UDP-Glc (COO’pga esta en la region MM), los valores
obtenidos sugieren que las aguas en conjunto comienzan a influir cuando el enlace UDP-
Glc ya esta altamente disociado (barras verdes); ademas, la estabilizacién se hace
considerablemente mas eficiente justo cuando la conformacion de PGA (€) cambia (Figura
33). En la misma Figura 33, si miramos la interaccion de las aguas con COQO%ga (barras
celestes), se ve que el término electrostatico aparece pronto, cuando la disociacion UDP-
Glc es aun pequefia y mejora cuando € alcanza un valor ~ 40.0°. También se puede
observar que las aguas W, y W,, que son las que mas efecto tienen sobre el término de
interaccién electrostatica de las aguas, generan una estabilizacion considerable. Esto se
debe a que W, esta interaccionando de cerca con el COO’pga desde principio a fin, y a la
vez, Oy, se acerca a (C1-H1)g durante la reaccion (centro anomérico donde formalmente
aparece la carga positiva). En el IP, la distancia Ow,-H1g. €s de 2.16 A, un valor pequefio
que sugiere la formacion de una interaccién de naturaleza estereoelectrénica. Un andlisis de
interacciones de orbitales moleculares, encontro ésta interaccion entre el orbital del par de
electrones solitarios del Oy, (Lone Pair o LP en inglés) y el orbital antienlazante del enlace
(C1-H1)gc (Bond Donor o BD* en inglés).
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Figura 34. Representacion de la interaccion entre un orbital natural antienlazante correspondiente a (C1-H1)gic
(BD*(c1-H1)) yel LP de Owz (LPwe)

Como se puede observar en la Figura 34, existe un solapamiento entre los l6bulos de
BD*c1.11) Y LPw2, que se representa a través de las densidades rosas. Este calculo indica
que existe una interaccion que no es puramente dipolar sino que implicaria interaccién de
orbitales. Asi, es plausible que la reorientacion de esta molécula de agua sea impulsada por
efectos estereoelectronicos que podrian ayudar a estabilizar la especie UDP----OC.

Por otra parte, W, también hace de puente entre los dos sustratos, en este caso mediante
cercanas interacciones con COQO7%ga Yy Un enlace de hidrégeno con O2g.. El efecto de Ws;
es pequefio, lo cual resulta normal pues W ;53 s6lo forma un enlace de hidrégeno con W, el
cual se mantiene a lo largo de todo el camino de reaccion; la W; muestra una discreta pero
desfavorable interaccion justo después de que PGA ha cambiado su conformacioén (ver g,
Figura 33).

Luego, al evaluar las interacciones de las aguas con ambos sustratos (Figura 35),
observamos la misma tendencia, las aguas actuan en conjunto mas eficientemente cuando
la disociaciéon UDP-Glc es alta pero sin desmedro de lo anterior, también hay una moderada
estabilizacion previa, la cual se debe principalmente a W, y W,, las cuales continian siendo
las dos moléculas de agua que mas estabilizan en las especies oxocarbenio.
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desde 3.03 A en el reactivo hasta 1.93 A en el intermedio. Las contribuciones tienen que ver
con la estabilizacion del grupo saliente UDP (Arg261 y Arg259), con PGA (Arg185) y
también con la estabilizacién del oxocarbenio (Asp134, Glu232 y Leu209). La Leu209 en la
cara 3 del azucar, da una discreta estabilizacion de la especie oxocarbocation a través de
Su grupo carbonilo.

4.3.2 Modelo 2 o Complejo Catalitico sin Aguas en el Centro
Activo: Mecanismo de Ataque Frontal

Como se indicé en la seccion 4.2 (apartado 4.2.6), el Modelo 2 es analogo al complejo de
Michaelis publicado bajo el codigo PDB 4Y6EN, por lIo que no contiene moléculas de agua en
las cercanias del carbono anomérico ni de PGA. Igual que para el Modelo 1, se utilizdé una
coordenada de reaccion triple para conducir el sistema desde reactivos a productos, esto
es, RC = [d(Op-C1s) — d(O3pca-Clar) — d(HOS3psa-Op). Las geometrias de minimos y
estados de transicion han sido calculadas al nivel QM(BP86/SVP)/MM(CHARMM), luego se
han calculado las energias de cada una de las estructuras del perfil empleando el nivel
QM(MO5-2X/TZVP)MM(CHARMM). Los estados de transicion y minimos optimizados han
sido caracterizados con calculos de frecuencias y cargas, indicandose en cada caso, la
conformacion que adquiere el azucar a través de los parametros Cremer-Pople.(Tabla 9)

En el Reactivo del Modelo 2, el O3pca esta a 3.04 A del C1g, y HO3pca se orienta hacia Op,
quedando a una distancia de 2.66 A. Ademas vale la pena mencionar la distancia entre el
grupo carboxilato de PGA y el hidrégeno enlazado al carbono anomérico de la glucosa
(O1pga-H1gc), que tiene un valor de 3.95 A. La distancia es aun grande en el reactivo
(incluso mayor que en el Modelo 1), lo cual tiene relacion con la conformaciéon adoptada por
el carboxilato respecto al resto del aceptor PGA, mostrando un angulo de torsion € igual a
74.40° (casi 15° mas grande que en el Modelo 1)
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RC=-3.39
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Figura 38. Representacion de las reorganizaciones atdmicas claves alo largo del camino de reaccién. Cada
estructura corresponde a un punto optimizado en el orden: Reactivo (R), otra configuracion del R que
corresponde al punto -3.39 A de la RC, la especie oxocarbenio de mas alta energia (OC), el intermedio IP
oxocarbocation, el estado de transicién 2 (TS2) y el producto (P).

Continuando con la descripcidon mecanistica, se observa que la distancia C1¢.-Op se va
alargando mientras las otras distancias involucradas en la RC, O3pga-C1gc Y HO3pga-Op,
van disminuyendo. De hecho en el punto RC= -3.39 A que corresponde aun a una
estructura de reactivo (C1¢e-Op = 1.55 A), la distancia HO3pca-Op se ha reducido en 0.52 A
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consiguiendo quedar en 2.14 A; como ya se ha comentado para el Modelo 1, esta
interaccién entre sustrato aceptor y dador se ha encontrado en todas las GTs-ret estudiadas
hasta la fecha, y resulta ser fundamental para que la ruptura nucledtido-azucar ocurra
eficientemente (catdlisis asistida por sustratos).''"2116.124125.131.268 Qytra5 interacciones que
participan de la catdlisis asistida por sustratos son por ejemplo: C1gc-O1pga ¥ HO2g -
O2Bypp.

Tabla 9. Varias caracteristicas importantes de los puntos estacionarios se resumen en esta tabla, incluyendo las
energias relativas (AE) en kcal/mol y calculadas al nivel QM(M05-2X/TZVP//BP86/SVP)MM(CHARMM). Las
unidades de medida para las distancias, frecuencias, cargas y los parametros de Cremer-Pople (¢ y 0),
corresponden a A, cm™', unidades atémicas (u.a) y grados (°), respectivamente.

Reactivo oC IP TS2 Producto

C1cie-Op 1.50 2.68 3.20 3.23 3.31
C1ae-O3pca 3.04 2.62 2.33 2.26 1.45
C1aie-O5¢1 1.38 1.28 1.28 1.29 1.41
C16c-O1pca 5.04 4.33 2.98 2.96 3.19
H1ge-O1pca 3.95 3.22 1.89 1.88 2.45
HO26.-O2Bupp 1.54 1.48 1.53 1.55 1.74
Torsion € 74.40 58.79 30.97 29.81 52.70
C161c-OLewz09 4.10 3.14 3.07 3.09 3.70
Op-HO3pca 2.66 1.65 1.60 1.56 1.03
0O3pca-HO3pga 0.98 1.01 1.02 1.02 1.51
O1B-H2342 1.87 1.59 1.57 1.57 1.62
O1B-H1lwa1a 2.10 1.90 1.81 1.80 1.80
O4Ppga-H2y414 1.70 1.70 1.69 1.68 1.67
a(C1ai) 0.35 0.56 0.54 0.54 0.34
q(H1gi) 0.25 0.30 0.30 0.30 0.21
q(O5¢1c) -0.48 -0.37 -0.38 -0.39 -0.51
Ag(C1get+ Hlgt O5¢1) 0.00 0.37 0.34 0.33 -0.08

[0} 143.17 238.574 259.87 261.85 258.37

0 6.01 35.85 4316 42.74 21.97
Conformacion ‘Cq ‘E ‘E-*Hs  ='Hs ~'C,
AE 0.00 21.91 21.32 21.83 1.96

Frecuencias Reales 42.35i

El proceso inicial implica un incremento continuo y gradual de energia hasta alcanzar el OC
con una energia de 21.91 kcal/mol, aunque no se ha conseguido caracterizarlo con el
calculo de frecuencias como un punto de silla (Tabla 9). En esta especie el enlace UDP-Glc
ya se ha roto (2.68 A) mientras que O3pga-C1aic Y HO3pca-Op se encuentran a 2.62 Ay 1.65
A, respectivamente. Adicionalmente, la distancia (O5-C1)g, es de 1.28 Ay su conformacion
corresponde a una de tipo “E, por lo que nos encontramos ante una especie oxocarbenio
que exhibe un incremento de carga (Aq) de 0.37 u.a. (Figura 38). Sobrepasando este punto,
el sistema evoluciona hacia un intermedio IP de alta energia, un minimo que tiene una
energia de 21.32 kcal/mol, apenas 0.6 kcal/mol mas baja que la especie OC. En esta
estructura es apropiado recalcar que las distancias involucradas en la coordenada de
reaccion, C1g-Op, O3pga-C1gc Y HO3psa-Op, se han modificado de manera gradual hasta
3.20 A, 2.33 Ay 1.60 A respectivamente, mientras que H1¢.-O1pca ha disminuido en 1.33
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Ay £ en 27.82° respecto al OC (Tabla 9 y Figura 38). Este es un IP altamente disociado,
previo al paso de ataque nucleofilico, que se corresponde con un primera etapa de tipo
Drss Av'. La disminucién abrupta de la distancia H1ge-O1psa en el IP, denota la necesidad
de estabilizacion de la especie oxocarbenio cuyo incremento de carga positiva en el centro
anomeérico es de 0.34 u.a, 0.03 u.a mas bajo que en la especie OC previa. Ademas, la
disminucion de esta distancia ocurre de manera simultanea con el alargamiento de la
distancia C15.-Op hasta 3.20 A, y el acercamiento de PGA al carbono anomérico. Asi, se
pasa de una especie UDP----OC menos disociada (OC, C1¢.-Op = 2.68 A), a una especie
UDP----OC altamente disociada (IP, C15-Op = 3.20 A). Por ultimo, con la excepcién del
cambio en el Aq, el resto de caracteristicas asociadas a la especie oxocarbenio, como la
distancia (0O5-C1)g. O los parametros de Cremer-Pople permanecen practicamente
invariables.

Luego del intermedio IP, la coordenada de reaccién nos guia hasta un segundo estado de
transicion (TS2), que tiene una energia de 21.83 kcal/mol. La nomenclatura IUPAC para
este tipo de mecanismo en dos etapas es Duss AvDrAd, €l mismo tipo de mecanismo
caracterizado para el Modelo 1.

4.3.21 Interacciones Favorables para la Catalisis en el Modelo 2.

Tal como se hizo antes, ahora se analizan las contribuciones electrostaticas de COOpga
(Figura 39), y las de los residuos enzimaticos (Figura 40) a lo largo del camino de reaccion.
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Figura 39. Contribuciones electrostaticas de COO pcacon el sustrato dador UDP-GIc a lo largo de la reaccion
de transferencia de glucosa. En el eje vertical secundario (derecha), se sefialan los valores de g yla linea negra
representa su variacion a lo largo de la reaccion.

Se observa que la variacion de €, asi como el efecto electrostatico del COOp¢a s diferente
de lo obtenido en el Modelo 1, aunque en términos cualitativos ambos andlisis indican que
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el COO’psa mejora sus interacciones con UDP-Glc cuando su conformacion cambia. De
hecho, en este modelo sin aguas el cambio de conformacién de PGA al alcanzar la especie
OC (C1g-Op 2.68 A), indica un valor de € = 58.79°. Esto es practicamente igual al valor
que tiene € en el Reactivo del Modelo 1 (59.60°). Esto sugiere que para que PGA 'y UDP-Glc
se dispongan en una orientacién relativa competente para la catalisis, PGA debe alterar su
conformacion interna. Ademas, es logico que un grupo de esta naturaleza pueda estabilizar
en alguna medida las especies oxocarbenio y observando la Figura 39, la habilidad
estabilizadora se relaciona directamente con su conformacion interna.

A continuacion, se dan las contribuciones electrostaticas de diferentes residuos.

Figura 40. Contribuciones electrostaticas de algunos residuos que interaccionan directamente con los sustratos
a lo largo de la reaccion de transferencia de Glucosa.

Al igual que lo observado para el Modelo 1, los residuos que mas contribuyen a lo largo de
la reaccion de transferencia de Glucosa son la Arg261 y la Arg259, las cuales interaccionan
con el UDP. El Asp134, el Glu232 y la Leu209 son capaces de estabilizar las especies OC
discretamente durante la etapa de disociacién del sustrato dador, y la Arg185 hace lo mismo
con el sustrato aceptor PGA.
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La comparacion entre el perfil de energia libre y el de energia potencial calculados a este
nivel (Figura 41), indica que la etapa de rotura del enlace UDP-Glc, aproximadamente hasta
la RC = -1.60 A no es sustancialmente afectada. En la zona en la que coexisten las
especies UDP----OC, hasta RC -1.00 A, se observa que el perfil de energia libre se hace
ligeramente mas ancho. Esto ultimo sugiere un mecanismo en dos etapas con un intermedio
de reaccion, un resultado semejante a lo que se obtiene utilizando métodos de calculo mas
sofisticados como DFT para la regiéon QM. Por otra parte, la regiéon en la que se explora el
ataque de PGA no queda bien descrita pues UDP se acerca nuevamente al carbono
anomérico y por consiguiente se aproxima también a PGA. En términos de energia
potencial estas estructuras no son las de mas alta energia ya que al estarse formando el
producto, la energia comienza a decrecer. Ademas de esto, la transferencia proténica
ocurre sincronicamente con el ataque nucleofilico, lo cual parece ser un proceso
energéticamente favorable a este nivel de teoria. En términos de energia libre, la
exploracion de esta region es mas compleja que las anteriores y también de mas alta
energia; esto es razonable debido al impedimento estérico inherente al tipo de estructura
generada. Aun asi, la region previa al ataque nucleofilico muestra que el perfil de energia
libre y energia potencial coinciden aceptablemente.

Finalmente y retomando los calculos QM(DFT)/MM(CHARMM), la barrera de energia total
obtenida es de 21.91 kcal/mol, un valor semejante a la barrera de energia libre de activacion
fenomenolégica de 17.5 kcal/mol que ha sido calculada con un k., de 800 min”'. De esta
manera, concluimos que Gpgs sigue un mecanismo de ataque frontal con formacién de un
IP de alta energia y altamente disociado.

4.3.3 Hibrido 1.A: Mecanismo de Ataque Frontal

Para construir este modelo se han tomado las coordenadas del complejo catalitico
competente (Modelo 1), con la excepcion de las coordenadas que corresponden al PGAy a
las aguas W,, W; y W,, las cuales se han reemplazado por las coordenadas que estas
moléculas tienen en el Modelo 0. De este modo, se puede analizar el efecto de modificar
unicamente las coordenadas de ese conjunto de atomos, dejando el resto del sistema como
en el Modelo 1. Para llevar a cabo el estudio mecanistico, se realizé el mismo procedimiento
ya descrito en el apartado 4.2.3. En la Figura 42 se muestra el Reactivo del Hibrido 1.A ya
minimizado a nivel QM(BP86/SVP)/MM(CHARMM).
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Figura 43. Curvas de energia potencial para el mecanismo de ataque frontal en el Hibrido 1.A a nivel
QM(BP86/SVP)/MM(CHARMM) (linea negra) y recalculada a nivel QM(M05-2X/TZVP)/MM(CHARMM) (linea
morada). También se sefialan algunas distancias importantes como: C1ae-Oren linea discontinua roja, C1gic-
O3pca en linea punteada azul, HO3pga-Or en linea naranja, C1cic-Owz en linea discontinua verde, O1pga-H1aic
en linea celeste y Hwa4>-O1B enlinea rosa.Labarrera de energia para este proceso es de 34.8 kcal/mol a nivel

QM(BP86/SVP)MM(CHARMM) y 43.8 kcal/mol a nivel QM(M05-2X/TZVP/BP86/SVP)MM(CHARMM).

Como puede observarse en la Figura 43, el impacto en las barreras energéticas es enorme.
Debido a las diferentes caracteristicas de este complejo, el primer proceso que se describe
es la reorientacion de HO3pga hacia Op, lo cual requiere de aproximadamente 4 kcal/mol
(RC -3.8 A). Sin embargo, el coste energético para alcanzar el punto en que la distancia
C1e-Op comienza a elongarse (RC  -2.4 A) es de casi 24 kcal/mol (energias QM(MO5-
2X/TZ\VP)). Este punto coincide con la formacion de la interaccion anion-dipolo O1Bypp-
(H2)ws42, que parece ser clave para la estabilizacion de UDP. La formacién de dicha
interaccién no queda reflejada en una bajada de energia en el perfil, aunque si ya hubiese
estado formada en el reactivo, el inicio de la rotura del enlace nucledtido-azucar podria
haberse producido mas faciimente. Es interesante comentar que en la construccion inicial
del Hibrido 1.A la interaccion O1B-H2y 34, esta presente, puesto que lo estaba en el Modelo
1, pero en el proceso de optimizacién se pierde a consecuencia de pequefios reajustes
atomicos. En particular, los mayores cambios se observan en los atomos que forman el
enlace glicosidico UDP-Glc, el fosfato B y los hidrégenos de la agua Waj4,. Otra
caracteristica curiosa de esta exploracion tiene relacion con el grado de disociacién que
alcanza UDP-Glc (C1-Op < 3.00 A), menor grado de disociacién que el observado en los
modelos previos. Si el grado de disociacion es menor, cuando se aproxima el ataque del
nucledfilo los impedimentos estéricos pueden hacerse mayores y tener un impacto negativo
en el perfil, tal como se observa en la Figura 43.
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Figura 45. Contribucidon electrostatica de cada una de las aguas y las aguas en conjunto con {UDP-
Glct+PGA+aguas}, esto es, considerando la interaccion entre aguas (barras rojas), en cada uno de los siguientes
términos: W2 barras azules, W3 barras amarillas, W4 barras rosas y Was3 barras grises. La interaccion de las
aguas {W2-W3-Ws-Wss3} con {UDP-Glc+tPGA+aguas} es representada por las barras verdes. La linea negra
describe el comportamiento de «.

A partir de la gréafica se puede concluir que en este modelo el efecto de las aguas en
conjunto y por separado, no es favorable a lo largo de la transferencia de glucosa. Esto
puede ser una consecuencia de que ninguna de las aguas orienta su oxigeno al centro
anomeérico y por lo tanto, ningun tipo de interaccion puede ser establecido entre ellos.
Ademas, tampoco hay ninguna agua puente que interaccione con ambos sustratos (agua
W, en el Modelo 1). Curiosamente, los valores que toma el diedro € en este hibrido no se
parecen en nada a los observados en el Modelo 1. Este notable cambio ha de tener relacion
con la pérdida de la orientacion 6ptima entre PGA y UDP, viéndose afectada una de las
mas importantes interacciones entre ellos: Op-HO3pga. El patron de interacciones observado
ahora incluye a O1B posicionado a 1.89 A de HO3pga y sin interaccionar con el agua de
coordinacién W,4,. Estos cambios desfavorables de las interacciones inter-sustratos, el
nuevo ordenamiento de la red de moléculas alrededor de COOpga Y la conformacion misma
de PGA, confirman que se trata de una conformacién no catalitica (o pre-catalitica como la
bautizé el grupo de cristalografia) del complejo ternario, en el sentido que no es la 6ptima
para que la reaccion tenga lugar.

4.3.4 Hibrido 1.B: Mecanismo de Ataque Frontal

Para construir este modelo se ha considerado la configuracién del complejo catalitico
competente (Modelo 1) y se han reemplazado las coordenadas del PGA por las que se
encuentran en la estructura cristalografica del denominado, complejo de Michaelis
(GpgSMn*"-UDP-Glc:PGA-1, cédigo PDB 4YBN). También se han utiizado las
coordenadas de los oxigenos de las aguas W,, W; y W,, que formarian parte de la
estructura 4Y6N si la densidad electrénica hubiese asignada. El reactivo obtenido presenta
caracteristicas ligeramente diferentes en cuanto a distancias inter-sustratos pero, en el caso
de la red de aguas, la orientacion relativa entre ellas se ve algo mas alterada, aunque las
coordenadas de sus atomos de oxigeno son relativamente parecidas (Figura 46).
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Figura 47. Curvas de energia potencial para el mecanismo de ataque frontal en el Hibrido 1.B a nivel
QM(BP86/SVP)/MM(CHARMM) (linea negra) y recalculada a nivel QM(M05-2X/TZVP)/MM(CHARMM) (linea
morada). También se sefialan algunas distancias importantes como: C1aic-Open linea discontinua roja, C1gic-
O3pca en linea punteada azul, HO3pca-Or en linea naranja, H1gic-Owz en linea y circulo verde y O1pga-H1gic en
linea celeste. La barrera de energia potencial a nivel QM(BP86/SVP)MM(CHARMM) es de 16.89 kcal/mol y a
nivel QM(M05-2X/TZVP//BP86/SVP)/ MM(CHARMM) es de 24.53 kcal/mol.

A pesar de que las interacciones inter-sustratos son muy semejantes a las ya descritas para
el Modelo 1, una vez que se forma al especie UDP---OC altamente disociada (RC -1.0 A)
y PGA comienza a acercarse, la energia sube gradualmente hasta alcanzar un valor
maximo de casi 25 kcal/mol (linea morada). Este valor es ~ 6 kcal/mol mayor que en el TS2
del Modelo 1 (18.8 kcal/mol), pero mucho menor que el Hibrido 1.A (43.8 kcal/mol). La
mayor cantidad de energia requerida para el ataque nucleofilico, podria deberse en parte a
que W, estd demasiado cerca del carbono anomérico cuando el PGA debe aproximarse. A
la vez, esto también podria relacionarse con el hecho de que en esta simulacién no hay una
sola estructura en la que el diedro € llegue a tomar valores < 40.00° a diferencia de lo
observado en el Modelo 1. La estructura del IP en el Modelo 1, es la que muestra el valor
mas pequefio de € (37.71°), el cual alcanza un valor de 41.80° en el TS2. La estructura que
corresponderia al TS2 en este modelo hibrido muestra un valor de € muy semejante de
41.05° pero no se ha muestreado una estructura con un diedro menor a ese. Estos
resultados sostienen las hipotesis previamente establecidas: la conformacion de PGA es
importante en orden llevar a cabo del ataque nucleofilico eficientemente y las aguas pueden
modular ese cambio de conformacion necesario para la catalisis.
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Debido a esto, se decide hacer la estimacion de contribuciones electrostaticas nuevamente,
enfocandonos en COO'pga Y las aguas.
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Figura 48. Contribucién electrostatica de COO'pea con el sustrato dador y aguas {UDP-Glctaguas} y de la
interaccion de {COO reataguas} con UDP-Glca lo largo de la reaccion de transferencia de glucosa. En el primer
caso, el ttrmino de interaccion no incluye a las moléculas de agua (barras rojas) y en el segundo caso, sise
incluye (barras azules).Lainteraccion {COO pcat+aguas} con UDP-GIc, representa a COO'pga y aguas actuando

como conjunto (barras amarillas). La linea negra representa la variacion de € a lo largo de la reaccion.

Puede observarse que el grafico obtenido es muy parecido al del Modelo 1. Los valores
apuntan a que {COO’pgataguas} actuando como un conjunto y también s6lo COOpga SON
capaces de mejorar sus interacciones con UDP-Glc y {UDP-Glc+aguas}, respectivamente.
Nuevamente es posible concluir que el papel de las aguas parece estar asociado al cambio
conformacional de PGA pues los valores siempre son mejores cuando el diedro se ha hecho
mas pequeio. Probablemente parte del papel de las moléculas de agua sea relajar este
cambio de conformacion de PGA (representado por €) durante la reaccion de transferencia a
través de una solvataciéon de COO’pgp que acompafa sus movimientos. Analizando las
interacciones que establece COOpga cON la proteina esta idea se configura como bastante
coherente pues tal como se indicé antes, el unico residuo que interacciona con este
fragmente cargado de PGA es la Thr187.
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4.3.5 Modelo 1, Hibrido 1.A y 1.B: Mecanismo de Ataque del agua
W, o Hidrélisis de UDP-Glc

Para llevar a cabo esta exploracion, se uso la coordenada de reaccion RC = [d(Op-C1g1) —
d(Owx-C1gc) — d(Hw2-O1pga). La simulacion del ataque de W, se exploré usando todos los
modelos adecuados sin embargo, solo se consiguid en el caso del Hibrido 1.A y del
complejo no catalitico (ver Tabla 11).

Tabla 11. Barreras de energia potencial para el ataque de W> y el mecanismo de ataque frontal obtenidas en
base a los diferentes modelos estructurales investigados. Las energias QM(BP86/SVP)/MM(CHARMM) se dan
en kcal/mol y corresponden a estructuras del camino de reaccion.

Modelo | Ataque de W> Ataque Frontal Reactivo
AE* AE |AE*; AE® AE* AE | C1gc-Ow: [A]
Modelo 0 346 13.0 | 38.7 - - -3.7 3.86
Modelo 1 N/A*  N/A | 159 124 118 -27 5.10
Hibrido 1.A| 32.6 8.9 - - 34.8 16.2 3.96
Hibrido 1.B | N/A*  N/A | 169 162 164 15 3.71

* El proceso comienza con la disociacion del sustrato dador UDP-Glc. A medida que W, se
aproxima a C1g, el H1g, va orientandose hacia O\, de modo que el ataque del W, sobre el
C1aic No logra proceder.

** Tal como ocurrié en el Modelo 1, el azucar adopta una configuraciéon en la W, no
consigue acercase al C1g. por la cara B de Glucosa debido a que H1g. apunta
directamente a Oy,. Sin embargo, la W, logra ponerse por arriba del H1g. y consigue
proceder con el ataque nucleofilico por la cara a de Glucosa, aunque con una barrera 60
kcal/mol.

En el Modelo 0 y el Hibrido 1.A el ataque nucleofilico del agua se consigue simular, pero
con una barrera > 30 kcal/mol. En vista de tales valores que indican que la hidrdlisis no
podria ser catalizada por GpgS, no se calculan las usuales correcciones energéticas al nivel
de teoria QM(MO05-2X/TZVP//BP86/SVP)MM(CHARMM). La situacion observada en el
Modelo 1 y el Hibrido 1.B es diferente pues una vez formada la especie UPD----OC
altamente disociada, el oxigeno de W, se orienta hacia el H1g,. (Figura 50), semejante a
como se ve en el IP del Modelo 1.
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4.4 Conclusiones

La discusion mecanistica que existe respecto a la sintesis del enlace glicosidico con
retencion de la configuracion del carbono anomérico, se desarrolla en torno a la posibilidad
de un ataque frontal del aceptor, o por la misma cara por la que UDP sale, y el mecanismo
de doble desplazamiento. En el ultimo, es fundamental que un residuo enzimatico
adecuadamente ubicado en la cara B del azucar pueda actuar como nucledfilo formando el
intermedio covalente CGE.

El mecanismo de reaccion a través del cual GpgS cataliza la formacion del enlace
glicosidico Glca1-3PGA con retencion de la configuracion del carbono de anomérico de la
Glucosa, ha sido investigado en este trabajo. Nuestros resultados muestran la existencia de
un mecanismo de ataque de frontal con formacién de un intermedio caracterizado como
minimo en la superficie de energia potencial, el IP. Este intermedio es un complejo UDP----
oxocarbenio, a partir del cual se pueden inferir las caracteristicas electronicas y
estructurales que son necesarias para que el controvertido ataque frontal proceda
eficientemente. La reaccion de transferencia comienza con la disociacion del sustrato dador
UDP-Glc, el cual dara lugar al IP. Durante esta disociacién se generan especies cargadas
(UDP? y GIc®) que deben ser estabilizadas por la enzima. Entre los residuos que mas
contribuyen a estabilizar estas especies se pueden mencionar por ejemplo; a la Arg261 y a
la Arg259, que interaccionan con UDP; al Glu232, la Leu209 y el COOpga que interaccionan
con Glc; y a la Arg185 que interacciona con PGA. En GpgS, la cara 3 de la Glucosa es
ocupada por la Leu209, que tiene su oxigeno carbonilico apuntando al centro del anillo pero
cuya habilidad nucleofilica es bastante escasa sin una apropiada activacion. En la vecindad
de la cara B del azucar, en una zona muy proxima al grupo carboxilato de PGA (COO pga),
se observaba experimentalmente una densidad electrénica atribuible a moléculas de agua,
sin embargo la resolucién a la que se obtuvieron las estructuras ( 2.4 A) no permitia asignar
de forma inequivoca esta densidad, por lo que las estructuras publicadas no la contienen. A
pesar de esto, y tal como se explicd en la Introduccion, nuestra investigacion contempla la
presencia de estas aguas (Modelos 0 y 1, junto a los Hibridos 1.A'y 1.B) y no lo hace en el
Modelo 2. Como una de estas aguas, W, se ubicaba muy cerca del carbono anomérico de
la Glucosa (4.16 + 0.47 A en los modelos que la poseen), también se exploré la hidrélisis de
UDP-GIc usando W, como nucledfilo, comprobando que la hidrdlisis no seria posible debido
a las altas barreras de energia obtenidas (> 30 kcal/mol). Esto también esta en acuerdo con
los ensayos experimentales que no detectaron actividad hidrolitica para GpgS. De esta
manera, el mecanismo de ataque frontal seria el camino preferido por esta enzima para
catalizar la reaccion de transferencia de Glucosa.

El estudio interdisciplinario de las GTs-ret en los ultimos afos, ha estado aportando
importante informacion respecto a la importancia de las interacciones inter-sustratos, que
en estas enzimas resulta ser clave no sdlo en la unién del sustrato aceptor sino que también
propiamente en la catalisis. En este contexto, nuestro estudio también encuentra que la
interaccién entre el Op y el hidroxilo nucleofilico (catalisis asistida por sustratos) es clave en
el mecanismo pues tiene un gran impacto en las barreras energéticas del proceso (ver
Modelo 0 e Hibrido 1.A). Las interacciones que establece el UDP con la esfera de
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coordinacién del Mg®* resultan ser también muy importantes dado que afectan la orientacion
relativa entre UDP y Glucosa. Adicionalmente, nuestros resultados indican que la
conformacion del sustrato aceptor PGA (g) tiene un notable impacto en el mecanismo,
especialmente en la etapa de ataque nucleofilico. La comparacién de los Modelos 1y 2, asi
como los analisis electrostaticos que se han llevado a cabo, permiten concluir que las aguas
podrian estar ayudando a estabilizar las especies oxocarbenio (interaccion Owz-H1g) y
ademas, facilitando las interacciones entre UDP y PGA. Este ultimo rol lo atribuimos a que
las aguas forman una pseudo-esfera de solvatacion que acompafa los movimientos de
COO%pea Y que al estar interaccionando al mismo tiempo con la Glucosa, ayudan a que los
sustratos se mantengan cerca durante el camino de reaccion.

A la luz de nuestros resultados tedricos, el mecanismo sin la presencia de las
moléculas de agua parece factible, aunque con moléculas de agua también y, de hecho,
implicando una menor barrera energética. Dichas aguas, si estan realmente presentes,
deben ser muy mdviles, por lo que no es de extrafar que la resolucion de las estructuras
cristalograficas no haya sido hasta ahora suficiente para probar la existencia de dichas
aguas mediante la identificacion de la densidad electrénica de las mismas. Por otra parte, la
entrada de algunas aguas en el centro activo parece una situacion muy probable debido a la
carga de PGA. De esta manera, la presencia o no de las aguas en la vecindad del carbono
anomeérico y COQO%ga No alteran las conclusiones mecanisticas sobre GpgS. Aunque en el
caso de no haber aguas, la disociacién UDP-Glc seria un proceso energéticamente mas
costoso que implicaria un acercamiento mucho mas marcado COQO pgp hasta la Glucosa
para conseguir una mayor estabilizacion de las especies oxocarbenio (TS2, H1ge-
O1pca=1.88 A en el Modelo 2, y 3.43 A en el Modelo 1). Asi GpgS cataliza un mecanismo
de ataque frontal en el que una vez formado el IP, el UDP actuara como base catalitica
formandose de esta manera en el nuevo enlace glicosidico.
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5 a1,4-N-Acetilhexosaminiltransferasa:
EXTL2-GalNAc

5.1 Aspectos Generales

EXTL2 estd relacionada con la biosintesis del Heparan Sulfato (HS),*° un
glicosoaminoglicano (GAG) que forma parte de todos los tejidos animales y se encuentra en
la superficie celular o matriz extracelular como proteoglicano (PG).*”° Como tal, participa en
una amplia variedad de procesos bioldgicos que incluyen la angiogénesis (proceso de
formacion de vasos sanguineos), coagulacion sanguinea, proliferacion y diferenciacion
celular o la infeccion bacterial y viral.?”"*"* Las interacciones que HS pueda establecer con
diferentes proteinas, factores de crecimiento, morfégenos y proteinas extracelulares sientan
las bases de los fendbmenos biolégicos relacionados con HS.?” En este contexto, se ha
reportado que la expresion de HS puede ser reducida en un ~ 96 % usando 4-deoxi-GIcNAc
(GIcNAc se refiere a N-acetil-glucosamina), un analogo del sustrato natural GIcNAc que es
necesario en la iniciacién y la elongacién de HS.*"

Por otra parte, diferentes estudios han mostrado que mutaciones en los genes que codifican
a EXT1y EXT2, dos GTs que polimerizan las cadenas de HS, han sido identificadas como
las responsables de la Exostosis Multiple Hereditaria (HME, derivado del inglés Hereditary
Multiple Exostoses).?”* HME es un desorden genético que se caracteriza por la formacion de
multiples tumores cartilaginosos que pueden llegar a ser muy dolorosos. Inicialmente, tres
diferentes loci fueron relacionados con el desorden HME a través de andlisis génicos: EXT1,
EXT2 y EXT3, los cuales conforman la familia de genes EXT también conocida como familia
supresora de tumores.””® En EXT2 se detectd actividad transferasa para dos azUlcares
involucrados en la elongacion de HS: acido glucurénico (GlcA) y GIcNAc (Figura 51). En el
caso de EXT1, se sabe que es capaz de elevar los niveles de GIcA y GIcNAc en enzimas
mutantes y por consiguiente, corregir defectos en la biosintesis de HS.?"®
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Figura 51. Esquema histérico de la biosintesis de HS en el que también se sefialala enzima que inicialaruta de
biosintesis de CS. Se llama histérico debido a que hace referencia al primerrol que se postulé para EXTL2, en el
que éstainiciabalabiosintesis de HS separandola de la ruta de CS.® Para completar el esquema, también se
indica el nuevo rol postulado para EXTL2 (*), en el que * representa el escenario en el que EXTL2 afade GIcNAc
al nucleo comun de union fosforilado en xilosa, lo que significa el ttrmino de la elongacién de la cadena.””’ Los
monosacaridos son representados por diferentes figuras geométricas dibujadas en distintos colores. Se utiliza un
circulo naranja para indicar que la xilosa esta fosforilada en la posicién 2.

El nucleo natural de unién GAG-proteina, que es comun para GAGs similares, es GlcAB1-
3GalB1-3Galp1-4XylB1-O-Ser: en el que GIcA representa el acido glucurénico, Gal se
refiere a la galactosa, Xyl es la xilosa y Ser es un residuo proteico, la serina. Si se sintetiza
la fraccion GIcNAca1-4GlcAB1-3GalB1-3GalB1-4XylB1-O-Ser, podria formarse HS o
Heparina (H), siendo la H un GAG mas sulfatado que HS y por ende de mayor peso
molecular; si se forma el pentasacarido GaINAc1-4GlcAB1-3GalB1-3Gal1-4Xyl1-O-Ser,
se obtendria Condroitin Sulfato (CS) o Dermatan Sulfato (DS), los cuales se diferencian
entre otras cosas, por la presencia de L-glucoronato y L-iduronato, respectivamente.
Aunque las GTs involucradas en la polimerizacion de HS se han identificado como EXT1 y
EXT2, la iniciacion y diferenciacion de HS permanece aun con varios interrogantes. Los
miembros posteriores de la familia de genes EXT, el gen EXTL2 (otros genes EXT-like
también forman parte de la familia EXT: EXTL1 y EXTL3),”® codifica la enzima a1,4-N-
Acetilhexosaminiltranferasa que, in vitro, transfiere GIcNAc y GalNAc hasta un analogo del
nucleo de union comun GAG-proteina, GlcAB1-3GalB1-3Galp 1-4XylB1-O-naftalenmetanol y
hasta el nucleo natural, respectivamente. Se trata de la GT-ret EXTL2, que lleva el mismo
nombre del gen que la codifica,”® y aunque aln no existe conexidn entre los genes EXT-like
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y el desorden HME, andlisis génicos de diversos tipos de cancer sugieren que estos genes
también podrian codificar enzimas supresoras de tumores.*"

La enzima EXTL2 posee una actividad transferasa del tipo GICNAcT-I, término acufado
para indicar que la reaccion de transferencia de GIcNAc ocurre si se utiliza como aceptor el
nucleo de union GAG-proteina GlcAB1-3Galp1-3GalB 1-4XylB1-O-Ser o analogos de éste,
pero no si se utiliza un oligosacarido mas largo aunque contenga el final no reductor GIcA
(actividad transferasa del tipo GIcNACT-II).?"® La actividad transferasa GIcNAcT-I llevo a
pensar que EXTL2 podia ser la enzima clave en la biosintesis de HS, excluyendo CS/DS de
la ruta sintética.”®® Mas tarde se informé que los genes EXTL1 y EXTL3 codifican las
enzimas del mismo nombre que transfieren GIcNAc. Mientras EXTL1 posee unicamente
actividad transferasa GIcNAcT-l, EXTL3 muestra actividad transferasa GICNAcT-I y Il
siendo pues capaz de transferir GIcNAc hasta un oligosacéarido que representa una cadena
creciente de HS (GIcNAcT-Il), y hasta un analogo del nucleo comun de union de GAGs
(GIcNACT-I). Esto también llevd a pensar que EXTL3 era capaz de participar en la iniciacion
y elongacion de HS mientras que EXTL1 posiblemente estaba involucrada en la elongacion
de la cadena (Figura 51).?”° Debido a que la actividad transferasa de las enzimas EXTL no
ha sido detectada usando el sustrato comun de GAGs como aceptor, no se ha podido
confirmar inequivocamente que EXTL2 o EXTL3 sea la enzima que inicia la biosintesis de
HS. Igualmente, tampoco se sabe si EXTL1 participa de la etapa de polimerizacion junto
EXT1/EXT2. De hecho, durante afos el o los roles especificos de EXTL2 en la biosintesis
de GAGs han sido elusivos a las investigaciones. Existen estudios que han aportado piezas
de informacién que, complementadas por estudios mas recientes, estan siendo Utiles para
descifrar el rol de EXTL2. Parte de esta nueva informacion se basa en estudios realizados
sobre un pentasacarido sintetizado naturalmente en el higado de raton, GaINAca1-4GIcAB1-
3Galp1-3GalB 1-4XylB1-O-Ser, que es el producto de reaccion de a-GalNAcT y no funciona
como sustrato aceptor para la polimerizacion de HS o CS.?”” Esto llevd a pensar que la
adicion de GalNAc podria ser una sefal de término de la elongacion del nucleo GAG-
proteina de estos PGs, lo cual es bastante novedoso dado que antes no habia sido
encontrada una estructura que terminara con aGalNAc en GAGs naturalmente
sintetizados.?**%° Como EXTL2 posee la actividad transferasa a4-GalNAcT,**® es posible
que la falta o escasez de EXTL2 incremente las cantidades de HS y CS. Esta idea ha sido
demostrada utilizando células de higado de ratén, encontrandose que EXTL2 transfiere
especificamente GIcNAc hasta GlcAB1-3GalB1-3GalB1-4Xyl(2-O-fosfato) pero no hasta
GlcAB1-3GalB 1-3GalB 1-4Xyl. Adicionalmente, utilizando el complejo polimerasa EXT1/EXT2
se encontré que GlcNAca1-4GIcAB1-3Galf 1-3GalB 1-4Xyl(2-O-fosfato) no funciona como
aceptor para la reaccion de polimerizacion, mientras que el pentasacarido no fosforilado
(GlcNAca1-4GIcAB1-3GalB 1-3GalB 1-4Xyl), actia como un buen aceptor.””” La enzima que
anade fosfato a la xilosa ayudandose de ATP ha sido previamente identificada como la
xilosa quinasa (XK, del inglés Xylose Kinase) FAM20B.”*' Si FAM20B esta expresada, el
nuamero de cadenas de GAGs aumenta pero si EXTL2 y FAM20B estan expresadas, la
sintesis de GAGs disminuye. Es curioso que EXTL2 sea capaz de detener la elongacion de
HS o CS cuando el tetrasacarido esta fosforilado, pues se cree que la fosforilacién temporal
de xilosa mejora la formacion del nicleo comin de unién en GAGs.?”"?®' Asi, dentro de este
laberinto de datos, se sugiere que EXTL2 podria controlar la biosintesis de GAGs de una
manera concertada con FAM20B y previamente a la desfosforilacién de xilosa, pues la
polimerizacion de HS o CS ocurre a partir del tetrasacarido no fosforilado. Contrariamente a
lo que se creyo al principio respecto a EXTL2, ésta podria funcionar suprimiendo la
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biosintesis de GAGs que es mejorada por FAM20B, estableciendo un mecanismo de
regulacién para la biosintesis de PGs (Figura 51*).%”” Esta informacion se suma a un estudio
en el que se indicé que a pesar de que el incremento de HS/H no tiene un impacto
detectable en la fisiologia normal del animal, perjudica la regeneracién del higado.?®* De
este modo, si EXTL2 detiene la elongacion de HS cuando el nucleo de union esta fosfatado
o si reemplaza a EXT1/EXTL2 en ausencia de estos, permanecen aun como interrogantes y
podrian indicar una regulacién celular especifica para la biosintesis del HS.?*®

Aunque el rol de EXTL2 no esta del todo desvelado, se ha visto que esta relacionado con la
regulacion y biosintesis de HS de una manera clave, y que ambos sustratos dadores, UDP-
GalNAc y UDP-GIcNAc son necesarios para llevar a cabo esas funciones. Debido a lo
anterior, esta enzima se configura como una GT-ret muy importante cuyos detalles atdbmicos
y mecanisticos son abordados computacionalmente por primera vez en esta tesis.

51.1 EXTL2y Estructuras Cristalograficas

EXTL2 es codificada por el gen que lleva el mismo nombre y que es miembro de la familia
de genes EXT. Como ya se menciond, EXTL2 podria terminar la polimerizacién de GAGs
transfiriendo GalNAc al tetrasacarido fosforilado en xilosa, y que una escasez de EXTL2 se
asocia a la acumulacion de HS o CS.?”” EXTL2 es la proteina mas pequefia entre las
proteinas EXTL (330 a.a) y ademas, posee una alta homologia de secuencia con la regién
C-terminal de EXT1 y EXT2, la cual presumiblemente constituye el dominio catalitico a1,4-
N-acetilglucosiltransferasa. Gracias a lo anterior, EXTL2 es un excelente modelo para
investigar el mecanismo de transferencia de GIcNAc o GalNAc hasta la regién de unién
GAG-proteina catalizado por enzimas de la familia de genes EXT. Existen 4 estructuras
cristalograficas de EXTL2: la apoenzima (codigo PDB 10MX), el complejo binario
EXTL2-Mn**-UDP-GalNAc (cédigo PDB 10MZ), el complejo binario EXTL2-Mn*-UDP-
GIcNAc (cédigo PDB 10N6) y el complejo ternario EXTL2:-Mn*-UDP-[GlcAB1-3GalB1-
Onaftalenmetanol] (cédigo PDB 10N8), cuyo sustrato aceptor es un analogo del nucleo de
unién GAG-proteina de varios PGs.”® EXTL2 muestra un plegamiento GT-A y es miembro
de la familia GT64; las estructuras cristalograficas revelan que el motivo DXD lo conforma la
secuencia Asp151-Asp152-Asp153, siendo el ultimo parte de la esfera de coordinacién del
metal Mn**. Adicionalmente, ha sido encontrado que luego de que el sustrato aceptor se
une a la enzima, ocurre un ordenamiento de los residuos que conforman un lazo que va
desde el Glu275 a Glu288, el cual no es visible en ninguna de las dos estructuras que
contienen al sustrato dador, TON6 y 1OMZ, pero si es visible en TON8, que contiene UDP y
un andlogo del sustrato aceptor.”

EXTL2 cataliza la transferencia de GalNAc y GIcNAc hasta el extremo no reductor del
analogo del sustrato aceptor, el monosacarido GIcA. Esto lo hace reteniendo la
configuracién del carbono anomérico y formando la uniéon a1-4. Como ya se sabe, dos tipos
de sustituciones nucleofilicas han sido propuestas para explicar la formacion del enlace
glicosidico con retencién de la configuracion del carbono anomérico; el doble
desplazamiento, que requiere de un nucledfilo bien posicionado con respecto al carbono
anomérico; y la sustitucién nucleofilica tipo-Syi, porque el nucledfilo se encuentra
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basicamente esperando a ser activado en la misma cara por la que el grupo saliente (UDP)
se aleja. Debido a lo anterior, éste es comunmente llamado mecanismo de ataque frontal.
En las estructuras 10MZ y 10N6 sélo la Arg293 se encuentra a una distancia < 4.0 A del
carbono anomérico. Esta Arg293 interacciona cercanamente con el Asp246, el cual podria
actuar como nucledfilo pero estd a > 5.0 A del carbono anomérico. Pedersen et. al.”
especulan que las interacciones que forma Arg293 con Asp246, Asn243 y Tyr193 podrian
en alguna medida neutralizar su carga positiva, convirtiéndola incluso en una especie capaz
de estabilizar la carga positiva que se desarrolla sobre el centro anomérico. Los estudios de
mutagénesis sobre Arg293 y Asp246, resultaron en actividad transferasa minima (0.2
pmol/mg de proteina/h) para Arg293Ala y actividad transferasa indetectable en el caso de
Asp246Ala.”® Aunque Arg293 posee un grupo guanidinio polarizable, parece inverosimil que
pueda llegar a desarrollar la habilidad de estabilizar la carga que se desarrollara sobre el
centro anomérico. De cualquier manera, los experimentos de mutagénesis muestran que
Arg293 es importante en la catélisis y que Asp246 es clave, a pesar de encontrarse a 5.20 A
del carbono anomérico en la estructura cristalografica (cédigo PDB 10MZ).

En base a esta informacion experimental, los objetivos de este estudio son los siguientes:
caracterizar el mecanismo catalitico para la transferencia de GalNAc y GIcNAc (capitulo 6) e
identificar los roles cataliticos de estos dos residuos ubicados en la cara B del azlicar,
Asp246 y Arg293.

5.2 Modelos y Metodologia

5.2.1 Construccion del Modelo Inicial para la Transferencia de
GalNAc

El modelo ternario inicial, EXTL2-Mg*"-UDP-GalNAc:GlcAB1-3Gal, se construyd en base a
dos estructuras cristalograficas de EXTL2. La estructura con cdédigo pdb 10MZ
(EXTL2-Mn*-UDP-GalNAc), en la que no estan resueltas las coordenadas de un grupo de
residuos que abarcan desde el 275 al 286. Debido a esto, sdlo se seleccionaron las
coordenadas del sustrato dador UDP-GalNAc; las del metal Mn*, que es coordinado por los
fosfatos a y B de UDP; y las tres moléculas de agua que también forman parte de la primera
esfera de coordinacion del metal. El residuo faltante en esta esfera pertenece al motivo DXD
tipicamente presente en las GTs con plegamiento GT-A. En EXTL2 el motivo DXD
corresponde a la secuencia Asp151-Asp152-Asp153, siendo el Asp153 quien coordina al
Mn?*. Las coordenadas del motivo, asi como las del resto de la proteina y el sustrato
aceptor analogo  GIcAB1-3Gal, fueron  tomadas del complejo ternario
EXTL2-Mn**-UDP-GlcAB 1-3Gal 1-Onaftalenmetanol (cédigo PDB 10N8).™
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Figura 52. Estructuras que forman parte de A: el complejo binario EXTL2-Mn?"-UDP-GalNAc (cédigo PDB
10MZ) del cual se toman las coordenadas del sustrato dador UDP-GalNAc, el cofactor metalico y tres moléculas
de agua que forman parte de la primera esfera de coordinacién y B: el complejo ternario E XTL2-Mn?"-UDP-
GIcAB1-3GalB1-Onaftalenmetanol, del cual se usan las coordenadas de la proteina y el sustrato aceptor. En
ambos casos seincluyen las etiquetas de los sustratos que participan de la reaccion quimica y algunos atomos o
residuos de interés.

La combinaciéon de las estructuras 1TOMZ y 10ON8 dejan al O4¢.a ubicado a 2.61 A del
C1sanac Y al oxigeno del grupo N-acetilo del azucar transferible (NAc), a tan sélo 1.65y 2.09
A de Odgca y O3gea, respectivamente. Aunque estas distancias son cortas y podrian
generar pequefias tensiones estéricas, se dispone de una primera aproximacion del
complejo ternario que sera minimizado y equilibrado a través de simulaciones MM y
QMMM. Por otra parte, el Mn** que se encuentra en la estructura cristalogréafica se
modelizé como Mg®* en nuestro modelo, una aproximacién computacional mas eficiente que
ha sido validada en otros trabajos de nuestro grupo y en estudios de sistemas
relacionados.'*%%%* Después de reemplazar el catién metalico se afiaden hidrégenos y se
asignan los estados de protonacion de los residuos ionizables a través del servidor
PDB2PQR versién 2.0.0,°>**° y el programa PROPKA3.1,%**** respectivamente. El
siguiente paso consiste en asignar la topologia y los parametros adecuados al sistema y
para llevar a cabo esto, se usa el campo de fuerzas CHARMM. La proteina, Mg?, moléculas
de agua y UDP se describen con la versién CHARMM22'*"?*"28 mientras que la del enlace
glicosidico y los monosacaridos estan en la version CHARMMS36;%2°%*" en lo relativo a la
unién nucledtido-azucar, se utilizaron los parametros de anteriores trabajos del grupo. A
continuacion, se utiliza el paquete solvatar (o solvate package en inglés) del programa
VMD?** para solvatar el modelo en una caja de aguas de dimensiones 71:117-84 A®.
También con VMD, se afiaden 3 cationes Na* para neutralizar la carga del sistema, el cual
queda formando por un total de 50.528 atomos.
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5.2.2 Minimizaciones y Dinamica Molecular

Una vez asignados los parametros y topologias del modelo ternario, éste fue minimizado
permitiendo que se optimizaran las aguas mientras la proteina y el resto del sistema se
mantienen fijos. Después se minimizan la proteina junto a los cationes continuando con el
UDP-GalNAc y finalmente el disacarido GIcAB1-3Gal. Este proceso gradual previene
artefactos que puedan producirse a causa de una estructura inicial inestable. La MD del
sistema se inicia con las moléculas de agua moviéndose libremente durante 400 ps,
mientras el resto del sistema esta fijo. Luego, se realizan simulaciones sucesivas en las que
los movimientos de los distintos residuos que forman el sistema son controlados a través de
restricciones armonicas. Estas restricciones son reducidas gradualmente al pasar de una
simulacion a otra, hasta que se quitan por completo, permitiendo la evolucion libre del
sistema. Este procedimiento se aplica a las cadenas laterales y al segmento base de la
proteina, al metal junto a su primera esfera de coordinacién y a los sustratos, UDP-GalNAc
y GlcAB1-3Gal. En los ultimos 1400 ps de equilibracion, de un total de 1800 ps, el RMSD
del segmento base de la proteina no super6 un valor de 1.45 Ay se llevaron a cabo 5 ns
mas de MD. El objetivo principal de la MD es relajar la aproximacion inicial de complejo
ternario, eliminando tensiones estéricas que derivan del procedimiento de construccion de
este modelo. Debido a esto, consideramos que la duracion de la MD es suficiente para
obtener un complejo ternario estable.

Las simulaciones fueron realizadas con el programa NAMD2.9,2%%* estableciéndose

condiciones periodicas de contorno y una temperatura y presion de 300 K y 1 bar,
respectivamente. Estas variables se mantuvieron constantes utilizando dinamica de
Langevin y los métodos de Nosé-Hoover’® y el piston de Langevin,'® respectivamente. El
algoritmo SHAKE'® fue usado para mantener fijas las distancias O-H de las aguas y el paso
de integracion de las ecuaciones de movimiento es de 2 fs. En base a un minucioso analisis
de las estructuras exploradas en la MD, se seleccionaron varios complejos de Michaelis que
fueron usados como puntos iniciales para las primeras exploraciones del mecanismo de
reaccion mediante métodos QWMWMM.

Las barreras y energias de reaccion que se obtienen de este conjunto de complejos
seleccionados desde la MD son bastante altas, mayores que 30 y 20 kcal/mol,
respectivamente, independiente de si se usa el método QM(BP86/SVP)/MM(CHARMM) o
QM(SCC-DFTB)/MM(CHARMM). Esto puede estar indicando que las interacciones
sustratos-enzima o sustrato-sustrato que han sido modelizadas hasta el momento no son
las mas adecuadas para la catalisis pues no estabilizan suficientemente el estado de
transicion ni el producto o, visto de otra forma, estabilizan demasiado el reactivo. Tal como
se comentd en el capitulo de GpgS, una estrategia que ayuda a refinar el modelo cuando se
dan estas circunstancias es llevar a cabo una MD de los productos obtenidos en esta
primera exploracion del mecanismo de reaccién con el fin de que el sistema se relaje en
este estado. El procedimiento contempla simulaciones de MD de 60 ps al nivel QM(SCC-
DFTB)/MM(CHARMM), empleando los complejos enzima-producto
(EXTL2:-Mg**-UDP-GalNAca1-4GIcAB1-3Gal) obtenidos previamente. En base a estas
simulaciones, se seleccionaron varias estructuras que se usaron como puntos iniciales para
simular la reaccién quimica inversa, consiguiendo un nuevo conjunto de complejos de

127






En la regién QM ocurre la reaccién quimica. En ella se incluyen el sustrato dador y el
monosacarido GIcA junto a los atomos de la union glicosidica con Gal; ademas se incluye el
Mg* y su primera esfera de coordinacién que la conforman las aguas W eos, Weos Y Wegs, €l
Asp153 y los fosfatos a y B. Adicionalmente, se afaden a la region QM dos residuos que
forman parte de la cara B de GalNAc, el Asp246 y la Arg293.

Il ||(| \ NH2

e,
S NH1~ NET

GalNAc © Y
/ﬁ HNZ' ©oDp2 Arg293

Asp246

Figura 54. Esquema parcial del centro activo en el que se indica la particion QM para la enzima EXTL2. Las
moléculas que forman parte del subsistema QMse dibujan en lineas negras mientras que las que forman parte
del subsistema MM, se colorean en un tono gris. Se indican también en lineas curvadas rojas, el enlace que
define la frontera entre region QM y MM. Por ultimo, se emplean flechas moradas para sefalar los enlaces que
se formaran yromperan durante la reaccion de transferencia.

La carga neta de la region QM es -2 y esta formada por 104 atomos. Las interacciones
electrostaticas entre ambas regiones se abordan con el esquema comunmente conocido
como integracion electrostatica (en inglés se utiliza electronic o electrostatic embedding
indistintamente).”* No se establece una distancia de corte para el célculo de las
interacciones no enlazantes a nivel MM o QM-MM, y el tratamiento de la interfaz QMMM se
aborda con 6 links atoms*"?* y el método de redistribuciéon de carga (o charge shift en
inglés)."®** La descripcién electrénica de la regibn QM emplea los funcionales
BP8@'2 154244246 y, PBE'® jynto a las conjuntos base SVP* o TZVP,**® nivel de teoria que
se denota como QM(BP86/SVP), QM(BP86/TZVP), etc. La energia QMMM de las
estructuras optimizadas es recalculada al nivel QM(M05-2X'%®/TZVP). En el caso de las
dinamicas moleculares a nivel QM/MM, la descripcion electrénica utilizé el método
semiempirico SCC-DFTB,""""® el cual en estos sistemas reduce la resolucion de las
integrales a costa de sobreestimar las barreras de la reaccién, pero incluso asi es util en
términos descriptivos. Por ultimo, la region MM contiene todos aquellos atomos que se
excluyeron de la region QM y queda descrita por el campo de fuerzas CHARMM detallado
anteriormente.
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5.2.3.1 Mecanismo de Ataque Frontal

Para conducir el sistema de reactivos a productos, se realizaron optimizaciones restringidas
por una coordenada de reaccién (RC por su sigla en inglés), definida como RC4 = [d(Op-
Clsanac) — d(O461a-Clamac) — d(HO4s:4-Op)] y sobre la cual se aplicé una constante de
fuerza igual a 527 kcal'mol™-A%. La combinacion de estas distancias se varia en pasos de
0.1 A Esta coordenada es la que se utiiz6 en las exploraciones iniciales a nivel
QM(BP86/SVP)/CHARMM a partir de complejos obtenidos de la MD que, como se ha
comentado, dieron barreras de energia potencial muy elevadas. Una vez llevado a cabo el
procedimiento de refinamiento descrito y seleccionado un complejo representativo (ver
resultados), la misma coordenada se utilizdé y se probaron varios métodos QM distintos
(BP86 y PBE, con las bases SVP y TZVP).A partir de los perfiles de energia potencial se
caracterizaron los correspondientes intermedios par i6nico (IPs), cuyas geometrias y
energias se presentan en la tabla siguiente junto con los valores para los reactivos y los
productos. El objetivo aqui es solo presentar la comparacion de métodos y comentar
algunos aspectos que permiten entender la motivacion detras de la utilizacion de las
coordenadas de reaccién que se describiran a continuacion.

Tabla 12. Estructuras optimizadas de Reactivo (R), intermedio par iénico (IP) y Producto (P) calculadas con los
métodos QM BP86/SVP, PBE/SVP, BP86/TZVP y PBE/TZVP. Las distancias se dan en A y en cada fila los
valores se dan en este orden: BP86/SVP(PBE/SVP)/BP86/TZVP(PBE/TZVP). Las energias se han recalculado
al nivel QM(MO05-2X/TZVP//BP86/TZVP) y (M05-2X/TZVP//PBE/TZVP). Los valores de energia (kcal/mol) se dan
en el mismo orden en el que se dan las distancias, esto es, BP86/SVP(PBE/SVP)/BP86/TZVP(PBE/TZVP)ya
continuacion, M05-2X/TZVP//BP86/TZVP(M05-2X/TZVP//[PBE/TZVP).

Reactivo

P

Producto

d(C1Ganac-Or)
d(C1canac-O4cica)
d(HO4ica-Op)
d(OD1 asp246-C1Gaivac)
d(HO4cica-O4cicn)
d(WAT604-028)
d(WAT604-02a)
d(HN2 Gainac-O3ica)
d(01B-HO3Gicn)
d(NEarg293-O6Baica)
d(NH1 arg203-O6Baica)
d(NH2 arg293-O5Gainac)

d(C1canac-O5cainac)

1.47 (1.47)/1.50 (1.49)
2.97 (2.98)/3.04 (3.05)
3.33(3.33)/3.27 (3.29)
5.47 (5.45)/5.43 (5.41)
1.01 (1.01)/1.01 (1.00)
1.76 (1.77)/1.81 (1.82)
1.92 (1.92)/2.19 (2.20)
2.39 (2.40)12.50 (2.51)
1.66 (1.66)/1.72 (1.73)
3.23(3.22)/3.20 (3.20)
3.42 (3.41)/3.45 (3.44)
2.92 (2.92)/2.97 (2.96)

1.39 (1.39)/1.39 (1.38)

3.28 (3.26)/3.53 (3.52)
2.39 (2.38)/2.43 (2.43)
152 (1.51)1.57 (1.57)
4.29 (4.22)/3.16 (3.15)
1.03 (1.03)/1.02 (1.03)
1.58 (1.59)/1.60 (1.60)
2.71 (2.45)/4.05 (4.00)
1.75 (1.76)/1.77 (1.78)
1.55 (1.55)/1.60 (1.61)
3.05(2.99)/3.19(3.11)
3.94 (3.74)/4.18 (4.05)
2.85 (2.86)/2.89 (2.87)

1.28 (1.28)/11.28 (1.28)

3.56 (3.51)/3.62 (3.60)
150 (1.51)/1.51 (1.51)
1.03 (1.04)/1.02 (1.02)
4.76 (4.60)/4.41 (4.44)
154 (1.51)/1.60 (1.60)
1.61 (1.61)/1.66 (1.69)
4.00 (3.82)/4.31 (4.27)
1.91 (1.91)/1.82 (1.95)
1.68 (1.69)/1.81 (1.86)
3.13(3.14)12.95 (3.13)
2.91 (2.85)/3.84 (3.01)
3.06 (3.08)/2.99 (3.04)

1.39 (1.38)/1.39 (1.39)
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d(NH2rg203-C 1 Gainac) 3.45 (3.45)/3.48 (3.48) | 3.59 (3.61)/3.61(3.58) | 4.03 (4.08)/3.99 (4.05)

Método QM
BP86/SVP(PBE)/BP86/TZVP(PBE)’ 14.4(14.9)/4.73(5.12) | -3.3(-2.93)/-1.10(-4.89)
MO5-2X/TZVP* 12.00(11.07) 0.11(-5.62)

" El término entre paréntesis sélo indica el cambio de funcional pues se trata del mismo conjunto

base SVP y TZVP, respectivamente.
Calculos de energia a nivel QM(MO05-2X/'TZVP) sobre los puntos optimizados al nivel
BP86/TZVP(PBE/TZVP).

En general, al utilizar la misma base se obtienen resultados estructurales muy parecidos a
nivel BP86 y PBE (ambos funcionales basados en la aproximacion GGA). Por otra parte, al
comparar los conjuntos de base encontramos algunas diferencias, principalmente en el
intermedio IP. A nivel de energia, con la base TZVP y los funcionales BP86'%*'%*%44%4 ¢
PBE,'® la energia es mucho mas baja que con la base SVP, aunque al hacer el célculo
puntual de energia a nivel M05-2X/TZVP la energia del IP vuelve a valores mas elevados. A
nivel de geometrias, la diferencia principal se observa en la distancia OD1 asp246-C 1cainac €N
el IP, cuyo valor es de 3.2 A al utilizar el conjunto de bases TZVP y 4.2-4.3 A cuando se
utiliza el conjunto de bases SVP. Esta es una diferencia > 1 A y, evidentemente, es
importante pues se trata del residuo nucleofilico. En realidad, con la base TZVP la
busqueda del IP se realizé a partir de dos puntos distintos del perfil de energia potencial, y
esto llevo a dos IPs distintos: el aqui descrito (que mas adelante denominaremos IPg) y otro
muy parecido al calculado con la base SVP (IP,). Con la base SVP solo se consiguid
determinar un IP. Dadas estas diferencias, lo mas adecuado seria utilizar el conjunto de
bases mas flexible y grande para la descripcion de la densidad electronica y es por ello que
el estudio se continué con el conjunto de bases TZVP. Ademas se escogioé el funcional
BP86 pues es el que nuestro grupo ha utilizado para el estudio de estas enzimas y segun
nuestros calculos trabaja de la misma manera que el funcional PBE en lo que hace
referencia a las estructuras.

El IPg obtenido al nivel BP86/TZVP es un punto estacionario que se aleja de la curva de
energia potencial calculada con la RC,. Para comprobar su conectividad con el reactivo y el
producto, el IPs se us6 como estructura de partida para iniciar nuevas exploraciones a
través de coordenadas de reaccion que conduzcan hacia el reactivo y el producto. En el
primer caso, se definié la siguiente coordenada de reacciéon, RCg = [d(O4c1ca-C1camac) -
d(Op-C1gamac) — d(HO4g.4-O6Bgi4)], mientras que en el segundo caso se utilizé la RCa.
Cabe mencionar que aunque se trata de la misma coordenada de reaccion, en lo sucesivo
utilizaremos RCxs y no RC,, para resaltar que la exploracion se inicia desde una
configuracion diferente de la enzima, el IPg. Una seleccion del nuevo conjunto de
estructuras que se obtienen de estos perfiles de energia potencial se utilizan para buscar
estados de transicion para el proceso de disociaciéon UDP-GalNAc y el ataque de GICA o
formacion del enlace glicosidico GalNAca1-4Gal.

Los programas utilizados para los calculos QM/MM son los mismos que los descritos en el
capitulo anterior para GpgS (apartado 4.2.3).
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5.2.3.2 Mecanismo de Ataque del Asp246

Dado el acercamiento de Asp246 a C1ganac Observado en el IP del ataque frontal (aunque
no en el reactivo reoptimizado), se decidié explorar la posibilidad de que este residuo pueda
efectivamente atacar al carbono anomérico. Para llevar a cabo esta exploracion se utilizé
una coordenada de reaccion triple, RCpan = [d(Op-Clganac) — d(OD1asp246-C1Gamac) —
d(HO4s.4-Op)]. La distancia d(HO4:4-Op) es incluida en la coordenada de reaccién para
guiar la reorientacion de HO4¢ .4 desde O6Bg s hasta Op, lo cual se consigue sin que ocurra
la abstraccion del proton por parte de UDP, que es precisamente lo que se busca. En este
caso, también se buscaron intermedios (IP) y estados de transicion (TS) usando varias
estructuras asociadas al proceso de disociacion UDP-GalNAc y al ataque de Asp246; las
estructuras obtenidas se usaron para calcular los modos normales de vibracion. Es
importante mencionar que el CGE optimizado en esta exploracion, resultaba ser estructural
y energéticamente distante de la curva de energia potencial. Por este motivo, se calculd un
nuevo camino que conectara este CGE con el IP a través de la coordenada de reaccion
RCe = [d(OD1745p246-C1Ganvac) — d(Op-Clsanac)]l. A partir de esta ultima exploracion, fue
posible caracterizar el TScge que se muestra en la seccidon de Resultados y Discusion.

5.2.4 Calculo de Contribuciones Electrostaticas, Cargas Naturales
e Interaccion de Orbitales Naturales

Con el objetivo de obtener una estimacion de las interacciones electrostaticas de residuos
del sitio activo, o de fragmentos moleculares que participan directamente en la reaccion, se
lleva a cabo un andlisis electrostatico al nivel QM(M05-2X/TZVP)/MW/QM(BP86/TZVP)/MM
analogo al descrito en el apartado 4.2.8 de GpgS, pero con los puntos estacionarios
obtenidos aqui al nivel QM(BP86/TZVP)/MM(CHARMM). Estos ya han sido caracterizados
como minimos (R, IP y P), puntos de silla (TS2) o especies OC, que son especies que han
sido optimizadas con el algoritmo de busqueda de TS pero no poseen una frecuencia
imaginaria.

El célculo de cargas naturales (NPA) y el analisis de orbitales naturales de enlace (NBO) se
realizé también analogamente a lo descrito en el apartado 4.2.9 de GpgS.
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5.2.5 Calculo de Energia Libre para el Mecanismo de Ataque
Frontal

Con el fin de tener una estimacion de los efectos térmicos y entrépicos en la barrera de
energia de la transferencia, se efectuaron célculos de energia libre basados en
simulaciones de Umbrella Sampling (US)***** para el mecanismo de ataque frontal. Estos
célculos se llevaron a cabo utilizando el nivel de energia QM(SCC-DFTB)/MM(CHARMM) y
una zona QM mas reducida que la descrita anteriormente (Asp246 y Arg293 no estan en la
zona QM). La primera etapa consiste en simular el camino de reaccién a este nivel de
teoria, para lo que se emplea la misma coordenada de reaccion triple ya definida (RC,), con
pasos de 0.1 A A partir del perfil de energia potencial obtenido se realizan las simulaciones
de Umbrella Sampling. Cada una de las estructuras obtenidas a lo largo del camino de
reaccién es un punto de partida para la correspondiente ventana, que consta de una
simulacion de MD cuya evolucion temporal estara restringida a la RC,, a través de una
constante de fuerza de 87 kcal-mol”-A?. Las simulaciones se realizaron bajo un colectivo
NVT, estableciendo una temperatura de 300 K que fue mantenida con los termostatos de
Nosé-Hoover'*®*"" y Berendsen,'® las distancias O-H de todas las moléculas de aguas se
mantienen fijas en cada paso a través del algoritmo SHAKE.'® La simulacién consisti de
10 ps de equilibracion del sistema, seguida de 60 ps de muestreo conformacional en cada
una de las 57 ventanas. A continuacion, se prueban dos métodos para calcular la energia
libre asociada a la reaccion de transferencia. Uno de ellos es el método Umbrella
Integration®®*®” (Ul) y el otro, Weighted Histogram Analysis Method®® (WHAM). Los
resultados que se mostraran mas adelante corresponden a los obtenidos con Ul. Para las
simulaciones de US se utiliza el modulo Dynamics implementado en el programa
ChemShell."®"#*°

Todos los programas utilizados para llevar a cabo las simulaciones y los calculos puntuales
ya han sido indicados en el apartado 4.2.3 de GpgS.
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5.3 Resultados y Discusion

Esta seccion se inicia con la descripcidn de las interacciones sustratos-enzima que hemos
modelado combinando metodologias MM y QM/MM, las cuales nos permiten obtener un
complejo de Michaelis eficiente cataliticamente (el que aqui se muestra corresponde al
complejo finalmente seleccionado para realizar los estudios completos de reactividad).
Primero se comentaran los residuos que interaccionan con el sustrato dador UDP-GalNAc,
mostrando primero los residuos asociados a UDP y luego a GalNAc.

f
Asp152 Asp153 ™ W5

J - —

Asn101

Figura 55. Residuos que interaccionan directamente con Uridina-5‘-difosfato (UDP) en el sitio activo. Los
residuos enzimaticos se dibujan con carbonos amarillos mientras que los carbonos de los sustratos se dibujan
en gris.La Uridina (ribofuranosaf1-1(N)uracilo) establece varios enlaces de hidrogeno con diferentes residuos
entre los que cuentan: Asn101, GIn72 y Asp152. El grupo difosfato interacciona con Arg76, Tyr280, Met283,
Trp284y el metal Mg®*. La primera esfera de coordinacion del Mg?* la conforman el Asp153, los oxigenos O1ay
O1B y tres moléculas de agua: Weos, Weos ¥ Weos. La molécula de agua Weos también forma dos interacciones
con el grupo fosfato. Todas las interacciones se indican a través de lineas discontinuas grises, con excepcion de
aquellas que involucran a la primera esfera de coordinacion del MgZ+, las cuales se sefialan en verde.

El grupo UDP del sustrato dador forma varias interacciones con residuos neutros como
Asn101, GIn72, Tyr280, Met283 y Trp284, asi como con dos residuos cargados, la Arg76 y
el Asp152. Este Ultimo es parte del motivo conservado DXD (aqui Asp151-Asp152-Asp153),
que se encuentra casi en las GTs de plegamiento GT-A. El Asp153 forma parte de la
primera esfera de coordinacion del Mg*, junto al grupo difosfato (O1a y O1B) y tres
moléculas de agua (Weos, Weos ¥ Weos). Por ultimo, la Weo4 orienta sus hidrégenos hacia el
grupo difosfato estableciendo dos cercanas interacciones con O2a y O2f3. En este punto es
importante sefalar que la interaccion Wgy,-O283, tiene un notable efecto sobre las barreras
energéticas pues todas las exploraciones del mecanismo de ataque frontal que se iniciaron
desde estructuras de reactivo que no la tienen (complejos de Michaelis obtenidos desde la
MD), resultaron en barreras energéticas > 30 kcal/mol. Cabe decir, también, que en las
simulaciones de MD realizadas con los potenciales del campo de fuerzas, esta interaccion
acostumbra a no estar presente, a diferencia de lo que ocurre a nivel QM(DFT)/MM.
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En el caso de sustrato aceptor GlcAB1-3Gal, se encuentra nuevamente al Trp284, pero esta
vez formando una interaccion de tipo CH-1m con GIcA. También se observan otros residuos
aromaticos en la cavidad; la Phe290, orientando su cadena lateral hacia el sustrato aceptor;
y la Tyr193, que forma un enlace de hidrégeno con el grupo carboxilato de GIcA (COO gica),
a través del oxigeno O6A.

4

| 7

{/?/ Arg181

GalNAc Os

‘7

 Phe290

Figura 56. Se representan el sustrato aceptor GlcAB1-3Gal y parte del sustrato dador UDP-GalNAc (carbonos
grises), ytodos los residuos enzimaticos que forman parte de la cavidad de union (carbonos amarillos). Las
interacciones se sefialan con lineas discontinuas grises.

Ademas de estos tres residuos aromaticos, también se observan dos argininas en la
cavidad. La Arg181 establece dos interacciones con GIcA y la Arg293 se orienta hacia el
COOgea. La Arg293 también aparece a distancia de interaccion del O5¢anac (3.03 A) y se
posiciona a 3.63 A del carbono anomérico. El sustrato aceptor también establece
importantes interacciones con UDP-GalNAc, por ejemplo; HO3g.a-O1B, que posiblemente
facilita la salida del grupo UDP; O3gica-HN2'canac, Una interaccién que podria ayudar a
posicionar GIcA para el ataque nucleofilico. Es importante destacar que en la mayoria de los
complejos de Michaelis obtenidos desde las simulaciones de DM, esta interaccion no
aparecia y en lugar de ella se encontraba el oxigeno del grupo NAc formando una
interaccion con HO4ganac Y HN2', interaccionando cercanamente con el Asp151 (ver la
siguiente Figura para localizar el Asp151). Modelar las interacciones inter-sustratos en
EXTL2, ha sido una tarea dificil y laboriosa para la que ha sido necesario combinar
simulaciones MM (MD) y QM/MM (exploraciones directas del mecanismo de ataque frontal
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(R - P), MD QMMM del producto, exploraciones inversas (P — R)). A nivel QM(MO5-
2X/TZVP//IBP86/TZVP)/IMM(CHARMM), la interaccion (HO4-O6B)gca, resulta ser 4
kcal/mol mas estable que HO4ga-Op. Sin embargo, esta ultima interaccion se establece
tempranamente en el camino de reaccion, justamente antes de iniciarse la disociacion UDP-
GalNAc indicando, como ya se ha mencionado antes, que facilita la salida del grupo UDP y
promueve el ataque del nucledfilo, puesto que Op va a abstraer el proton de O4gca.

Asp151

s Val179

Asp245

Figura 57. Azicar del sustrato dador, GalNAc (carbonos grises), y todos los residuos (carbonos amarillos) que
forman parte del sitio de unién. Las interacciones se sefialan a través de lineas discontinuas grises.

GalNAc establece variadas interacciones con diferentes tipos de residuos. El grupo NAc
interacciona con residuos voluminosos como Val179 y Leu213, y también forma una enlace
de hidrégeno con la Gly215. Asp151, que es parte del motivo conservado DXD, interacciona
con HO3ganac- Ademas, se observa a la Arg135 interaccionando con O3ganac Y al Asp245
formando dos enlaces de hidrogeno con GalNAc a través de HO6 y HO4. Como ya se
menciond en la Introduccién (seccién 1.3.3.2), la cadena lateral carboxilato de un residuo
Glu/Asp en posicion de interaccionar con los hidroxilos del azucar, y con una cadena lateral
con carga positiva (Arg/Lys), es la unica caracteristica conservada en la cara  del
azucar.(review2008). En EXTL2 la cadena lateral carboxilato la proporciona el Asp245 que
interacciona con la Arg135, pareja Arg135-Asp245; en GpgS correspondia a la pareja
Lys114-Glu232. Por ultimo, se tiene a la Arg293 y al Asp246. Estos dos residuos
interaccionan cercanamente y aunque en principio, Asp246 podria ser un buen nucledfilo,
se encuentra a 5.43 A del carbono anomérico en nuestro reactivo.

En uno de los complejos binarios (10MZ), Asp246 esta ubicado a 5.20 A del Clganac ¥
ninguno de sus oxigenos apunta hacia el carbono anomérico, por lo que se anticipa que
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Asp246 soélo podria formar el CGE si sufriera un cambio conformacional. A lo largo de la
simulacion de MD esta distancia se alarga incluso mas, apareciendo a un promedio de 5.91
+ 0.26 A; en los reactivos minimizados a nivel QM/MM, esta distancia toma un valor de 5.00
+ 0.70 A. Adicionalmente, en nuestro modelo el Asp246 orienta sus dos oxigenos hacia el
grupo guanidinio de Arg293, lo cual probablemente reduce su habilidad nucleofilica. Esto es
diferente a lo que se observa en las 3 estructuras cristalograficas que contienen sustratos
(10MZ, 10N6 y 10N8), en las que el grupo carboxilato de Asp246 y el grupo guanidinio de
Arg293 se encuentran en planos practicamente perpendiculares. Por la otra cara del azucar
(cara a), el O4g.a parece estar listo para atacar y basados en estas caracteristicas
estructurales, el mecanismo de ataque frontal parece ser el mas probable.

Como se ha comentado al describir los métodos en este capitulo, durante la simulacion del
mecanismo de reaccion a nivel QM(BP86/TZVP) se encontré que en el IPg el Asp246 sufre
un ligero cambio conformacional que resulta en una distancia OD1 asp246-C 1camac igual a 3.16
A. La disminucion de esta distancia hizo resurgir la posibilidad de la formacién del CGE, de
modo que el ataque nucleofilico de Asp246 también ha sido investigado. Cabe destacar que
el acortamiento de esta distancia ocurre especificamente en el IP altamente disociado, es
decir, una vez que ha ocurrido el rompimiento UDP-GalNAc y se ha formado la especie
oxocarbenio (OC). Basados en esta informacion, creemos que el ligero cambio
conformacional Asp246 podria facilitar la salida del grupo saliente UDP en dos maneras:
estabilizando la especie UDP----OC a través de su carga negativa, y empujando a UDP
lejos del carbono anomérico por la cara opuesta a la que UDP ocupa, la cara 3. Cuando
Sinnot & Jencks estudiaron la solvdlisis de derivados de Glucosa, intentaron dar explicaciéon
a los resultados estereoquimicos sugiriendo por primera vez esta idea, que si se forma un
estado de transicién lo suficientemente —aierto” o disociado, el nucledfilo podria presionar o
empujar sobre el carbono anomérico por la cara opuesta o por la misma cara del grupo
saliente.’” Teniendo esta idea en mente, es posible que el Asp246 facilite el mecanismo
altamente disociado (UDP%----OC®"), ejerciendo un empujon nucleofilico sobre el carbono
anomeérico (C1ganac) que ayuda a expulsar al UDP, creando de esta manera, el espacio
para la entrada del sustrato aceptor.

Finalmente, antes de entrar en la descripcidn mecanistica, es importante sefialar la
intrigante caracteristica de encontrar un residuo con carga neta positiva, la Arg293, en la
vecindad del centro anomérico. Si bien hemos mencionado que esta Arg interacciona con el
grupo COO’ga, NO deja de ser llamativo en el contexto de la reaccion de transferencia pues
se espera que se desarrolle una carga formal positiva en el C1ganac Y POr consiguiente, un
residuo con carga positiva como la Arg no parece ser el mas adecuado para ocupar esta
posicion. Esta Arg293 estad a 3.70 A del carbono anomérico en cualquiera de los dos
monomeros contenidos en la estructura 1TOMZ. A lo largo de la DM esta distancia de
mantiene a 3.70 + 0.87 A y a 3.48 + 0.70 A en los complejos de Michaelis optimizados a
nivel QWMM. A continuacién, se describirdn los resultados de las simulaciones del
mecanismo de ataque frontal y el ataque de Asp246 para formar el intermedio CGE.
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5.3.1 Mecanismo de Ataque Frontal

Para simular la transferencia de GalNAc hasta el GICA del sustrato aceptor, primeramente,
se seleccionaron 3 complejos de Michaelis desde la simulaciéon de MD. Estos complejos
tienen distancias C1ganac—O4acica €N principio adecuadas para la reaccion y fueron pues
utilizados como estructuras de partida para las primeras exploraciones del mecanismo, las
cuales se llevaron a cabo al nivel QM(BP86/SVP)/MM(CHARMM) utilizando la coordenada
de reaccion definida como: RCa = [d(Op-C1gamac) — d(O46ica-C1amac) — d(HO4c1:a-Op)]. Las
barreras obtenidas de esta manera, resultan ser bastante altas (= 32 kcal/mol). La
comparacion de estos reactivos nos permitié notar algunas interacciones que podrian ser
claves para que nuestro modelo de EXTL2 llegue a catalizar eficientemente esta reaccion. A
continuacion, se esquematizan las diferencias mas relevantes entre estos 3 complejos de
Michaelis.

Figura 58. Representacion de 3 complejos de Michaelis seleccionados desde la MD, para los cuales se
obtuvieron barreras energéticas = 32 kcal/mol en la exploracidon del mecanismo de ataque frontal. Los carbonos
grises se usan para representar a R-1 (barrera de energia mas baja de 32 kcal/mol), y el color morado y
naranja se usa para representar a R-2 yR-3, respectivamente. Las interacciones se indican a través de lineas
punteadas y se mantiene el cédigo de colores que se ha establecido para los reactivos: R-1 (gris), R-2 (morado)
y R-3 (naranja). Los dos sustratos: UDP-GalNAc, para el cual se representan soélo el grupo difosfato junto a
GalNAc, y GIcAB1-3Gal se dibujan en barras; los residuos enzimaticos se dibujan en lineas; para el Mg 2 ylas
tres moléculas de agua de coordinacidn se utilizan esferas. Ademas de mostrar la orientacion relativa entre los
sustratos, también se sefialan el conjunto de interacciones inter-sustratos y el modo de interaccién de GIcA con
tres residuos: Arg293, Tyr193 y Arg181.

En la Figura 58, se pueden observar varias diferencias en el modo de interaccion de GICA,
tanto con los residuos Arg293, Tyr193 y Arg181, asi como con UDP-GalNAc. Entre las
interacciones establecidas por GIcA, destacan las que aparecen en R-1 con Tyr193 y
Arg181; O6Bgica-HHryre3 Y O6AgIa-HE/HH21 44151, €N las que cada residuo forma una y dos
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interacciones con O6B y O6A, respectivamente; ademas, O6Bg.x Yy Arg293 se encuentran a
una distancia < 4 A en R-1, por lo que es esperable que puedan interaccionar
electrostaticamente. Por otra parte, en R-2 y R-3 el COO'ga adopta una conformacion
diferente en la que el O6A apunta hacia arriba y no interacciona con ningun residuo; en el
caso de O6B, éste consigue interaccionar con Tyr193 y Arg181 en R-2; aunque en R-3, el
COOQO7gica sOlo mantiene una interaccion con Arg181. Por ultimo, en ambos complejos la
distancia del grupo carboxilato hasta la Arg293 es > 6 A. En cuanto a las interacciones inter-
sustratos, se observa que HO3g.x puede establecer dos tipos: una de ellas es de naturaleza
anion-dipolo con O1B (R-2 y R-3) y en la otra, HO3gca interacciona con Op (R-1). Ademas,
HO4¢.a establece una interaccion con O6Bgia (R-1), ¥ O7'canac (R-2 y R-3). Todas estas
diferencias terminan en una distancia O4ga-C1canac igual a 3.37, 3.65 y 3.66 Aen el R-1,
R-2 y R-3, respectivamente, la cual no es marcadamente distinta, sin embargo las barreras
de energia que se obtienen para R-2 y R-3 superan las 40 kcal/mol, en contraste con R-1
que alcanza un valor de 32 kcal/mol.

Figura 59. Representacion de otro punto de vista de los 3 complejos de Michaelis seleccionados desde la MD,
R-1 (gris), R-2 (morado) y R-3 (naranja). Las interacciones se indican a través de lineas discontinuas y se
mantiene el cédigo de colores que se ha establecido paralos reactivos. El sustrato dador, UDP-GalNAc, del cual
solo serepresentan el grupo difosfato y GalNAc, se dibuja en barras; GlcA se dibuja con lineas al igual que los
residuos enzimaticos. En el caso del Mg2+ yel agua Weun4, se utilizan esferas. Se sefialan las interacciones que
forma parte del sustrato dador con la primera esfera de coordinacion del Mg # yalgunos residuos importantes
paralos que se observan variaciones de un complejo a otro: Arg293, Asp246,Asp151 y Gly215. Adicionalmente,
se dibuja a la Ser281 para mostrar que interacciona con Wewu.
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Tal como se menciond al inicio de esta seccidn, los complejos de Michaelis que resultan de
la simulacion de MD no muestran en ningun caso la interaccion O23-Weo4, y €en lugar de
esto, la Wey aparece interaccionando con la Ser281 invariablemente. Modelar esta
interaccion pues (que en el complejo binario 1OMZ no aparece claramente, O2 y Oweo4
estan a 5.2 A), parece tener aqui una cierta complejidad metodoldgica aunque de estar
presente seria una buena forma de estabilizar al grupo saliente. Otra de las interacciones
que ha sido dificil de modelar en EXTL2 corresponde a la que establece el grupo NAc de
GalNAc, aunque al menos en este caso se han observado dos modos de interaccién en la
MD. En uno de ellos, el HN2‘ forma una interaccién anidn-dipolo con Asp151 mientras O7"
se orienta hacia el sustrato aceptor, formando una interaccion con HO4gs (R-2 y R-3); el
segundo modo de interaccion parece ser mas adecuado para el proceso catalitico que se
intenta modelar, ya que O7*‘ forma un enlace de hidrégeno con el oxigeno carbonilico de la
Gly215 y de este modo, HN2‘ se gira hacia GIcA quedando a una distancia de interaccion
de O3gea (< 2.5 A en R-1). De la misma manera que ocurre con O2B-We, en las
estructuras cristalograficas no hay indicio de la interaccion HN2'canac-O3gica, pero esta vez
es debido a que el sustrato dador y aceptor han sido cristalizados en diferentes estructuras.
Aun asi, esta interaccion llegd a aparecer en la MD y una de las estructuras representativas
de este modo de interaccion se usé para optimizar el complejo R-1.

Por otra parte, si se observa la cara B del GaINAc es posible notar que la pareja Asp246-
Arg293 varia sutiimente su modo de interaccion. Uno de los casos extremos lo representa el
complejo de Michaelis R-1, en el que los residuos interaccionan utilizando cada extremo de
su respectiva cadena lateral y notablemente, ambas cadenas laterales quedan casi en un
mismo plano. Por otro lado, en R-2 el Asp246 y la Arg293 interaccionan a través de uno de
los oxigenos de Asp246, y ambas cadenas laterales caen mas bien en planos
perpendiculares (semejante a lo observado en 1ON8 y 10MZ). Es importante notar que en
10N8, la Arg293 interacciona cercanamente con COO'gea (3.1 A) pero en nuestros
resultados de MD, la Arg293 es capaz de posicionarse en un rango amplio de distancias
con respecto a GIcA, que va desde 4 a 9 A Inicialmente, esto parece ser una consecuencia
del ligero desplazamiento que sufre el sustrato aceptor, ubicandose un poco mas lejos de la
Arg293 y del sustrato dador. Sin embargo, los motivos que subyacen este comportamiento
posiblemente estan muy relacionados con la complejidad de la modelizacion de las
interacciones entre los sustratos, asi como entre la esfera de coordinacion y el sustrato
dador, las cuales resultan ser fundamentales no sdlo para la reactividad, sino que también
para que el aceptor se mantenga en el sitio activo durante la simulacién.

El complejo QMMM en el que Arg293 y COO'ga estan a una distancia que les permitiria
interaccionar es el modelo R-1, con una distancia de 3.9 A, bastante mas pequefia que la
encontrada en R-2 y R-3 ( > 6 A en ambos complejos). Adicionalmente, la distancia de
Arg293 con respecto a GalNAc (su carbono anomérico) en 10MZ, resulta ser muy
semejante a lo que hemos obtenido a través de la MD. De este modo, considerando que se
trata del complejo a partir del cual se obtiene la barrera de energia menos alta y que COO"
aica-Arg293 estan dentro de una distancia de interaccion, se selecciond el producto del
complejo R-1 para llevar a cabo la MD a nivel QM(SCC-DFTB)/MM(CHARMM) (ver
apartado 5.3.2).

De esta manera, se obtiene un nuevo conjunto de complejos de Michaelis que son utilizados
como punto de partida para la segunda exploracion del mecanismo de ataque frontal. El
nuevo conjunto de barreras de energia asi obtenidas, se usan para calcular una estimacion
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de la barrera energética a nivel QM(M05-2X/TZVP//BP86/SVP)/MM(CHARMM), usando la
ecuacion 4.1. El valor calculado es de 18 kcal/mol, un nimero bastante mas aceptable que
concuerda con la barrera de energia libre fenomenoldgica derivada experimentalmente para
otras GTs-ret.”®® Cabe mencionar que estas nuevas barreras difieren entre ellas en valores
de hasta 10 kcal/mol, pero la variabilidad estructural (por ejemplo del sustrato aceptor) es
menor que anteriormente por el modo en que se han generado (a partir de una posicion del
aceptor en el producto y con simulaciones mas cortas y a nivel QWMM). Con el objetivo de
profundizar el estudio mecanistico de EXTL2, se selecciond uno de los complejos
obtenidos, especificamente, el que presentaba la barrera de energia que mas se
aproximaba al valor medio estimado. Con este complejo, se prosiguid la investigacion, se
probaron distintos métodos QM (ver métodos) y, como se ha discutido, se acabo
seleccionando el nivel de teoria QM(BP86/TZVP)/MM(CHARMM), con calculos puntuales de
energia M05-2X/TZVP. También se llevaron a cabo simulaciones de MD US para calcular la
energia libre al nivel QM(SCC-DBTB)/MM(CHARMM), y ademas se realizaron analisis
electrostaticos y de cargas para indagar en el rol de los diferentes residuos del sitio activo,
especialmente el de la pareja Asp246-Arg293.

La primera exploracion del mecanismo de ataque frontal realizada a este nivel, genera la
curva de energia potencial que se muestra en la siguiente Figura 60 (perfil A, color negro).
Se seleccionaron diferentes estructuras a lo largo del camino que se usaron para buscar
estados de transicion (TS) y minimos (el intermedio IP).
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Figura 60. Curvas de energia potencial a nivel QM(M05-2X/TZVP)MM/QM(BP86/TZVP)/IMM para el
mecanismo de ataque frontal usando: la coordenada de reaccién definida como RCa = [d(Op-C1ganac) —
d(04cica-C1canac) — d(HO4cica-Op)] con R1acomo estructura de partida, color negro; una segunda coordenada
de reaccién definida como RCg = [d(O4cica-C1ganac) - d(Op-C1ganac) — d(HO46ica-O6Bgica)], usando IPs como
estructura inicial, color naranja; y por ultimo, RCag = [d(Op-C1ganac) — d(O4cica-C1canac) — d(HO4cica-Op)], que
también utiliza como punto de partida el IPg, color verde. Los circulos y triangulos se utilizan para indicar la
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ubicaciéon de minimos (R, IP yP) yestados de transicién (OC y TS), respectivamente, a lo largo del camino de
reaccion. Las especies OC no se denotan como TS debido a que no se encontré una frecuencia imaginaria.

Antes de entrar en la descripcion detallada del mecanismo, es importante comentar que
diferentes puntos estacionarios son localizados en la zona previa a la formacion del IPg
(especies OC). Las especies que se denotan como OC han sido optimizadas con algoritmos
de busqueda de TS, sin embargo no han podido caracterizarse con una frecuencia
imaginaria, a diferencia del TS2. A pesar de esto, el analisis de la frecuencia real mas baja
que se encuentra en estas especies OC ( 50 cm™), nos ha permitido comprobar que el
correspondiente vector describe la ruptura UDP-GalNAc, contrariamente a lo observado con
los vectores asociados a las frecuencias reales mas pequefias que se obtienen para el
verdadero minimo intermedio (IP). Esto probablemente se debe a que la superficie de
energia potencial es muy plana en esta region y existe un alto numero de grados de libertad
para el sistema, lo cual hace bastante dificil la caracterizacion de estas especies.

Retomando las exploraciones energéticas, el punto estacionario asociado al perfil negro con
el valor mas alto de energia corresponde a la estructura OC2,, con 15.5 kcal/mol y una
distancia OD1asposs-Clcanac = 4.60 A. Luego, a partir de dos estructuras distintas del
camino, dos IPs fueron optimizados, el IP5 (15.1 kcal/mol) y el IPg (12.0 kcal/mol), en los
que la distancia OD1agp246-C1canac €8 4.16 A'y 3.16 A, respectivamente. El primero quedaba
claramente ajustado en el camino de reaccion explorado a través de RC,, sin embargo el
nuevas exploraciones usando dos coordenadas de reaccion diferentes, RCg para ir a hacia
el reactivo y RCyg para ir hacia el producto (ver subapartado 5.3.3.1), con el fin de obtener
el camino que conecta el IPg con reactivos y productos, y para ver si el reactivo obtenido era
el mismo que antes (R1,) o habia otro con el Asp246 mas cerca del carbono anomérico.
Para ambas exploraciones se us6 como punto de partida el IPg y el reactivo obtenido de
esta manera, Rg, es practicamente igual a R14 (R1» se conserva como estructura de
referencia). A partir de estas nuevas exploraciones, se buscan estados de transiciéon y se
logra comprobar que OC1, y TS24 estan conectados al IPg, aunque OC2, e IP, resultan ser
parte de un camino de mas alta energia. Asi, se concluye que el perfil B ((Figura 60, color
naranjo-verde) es mas favorecido que el perfil Ay es por eso que el mecanismo que se
describe a continuacion corresponde a aquellos puntos estacionarios que conectan el
camino de mas baja energia (Figura 61).

El primer cambio observado en la exploracién se relaciona con la reorientacion del HO4 gica
hacia el Op aproximandose hasta 2.04 A, un complejo (R2,) que tiene una energia 4
kcal/mol mas alta que aquél en el que HO4ganac interacciona con O6Bgunac. La
reorientacion de HO4g.a provoca una pequena rotacion del COOgca €n la cual O6Bga, que
acaba de perder su interaccion con HO4gca, Se gira hacia arriba distanciandose ligeramente
de NE y NH1 de Arg293, aunque mas marcadamente de NH1 (Figura siguiente). Una vez
que la interaccion HO4¢4-Op se ha formado, la distancia C1ganac-Op cOmienza a elongarse
hasta alcanzar la primera especie UDP----OC (OC1;), en la que esta distancia alcanza un
valor de 2.28 A mientras que HO4ga-Op y O4cia-Clcanac tienen valores de 1.72 y 2.86 A
respectivamente. La interaccion HO4¢:4-Op tiene un rol importante en el mecanismo que
catalizan las GTs-ret, facilita el rompimiento del enlace UDP-GalNAc estabilizando la carga
negativa que se desarrolla sobre UDP (catalisis asistida por sustrato). La especie OC1p
tiene una energia de 13.9 kcal/mol y muestra dos caracteristicas importantes: se ha
desarrollado una carga de 0.34 u.a en el centro anomérico, que junto al hecho de que la
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distancia (C1-O5)canac S€ ha reducido hasta 1.28 A, evidencian el caracter de doble enlace
entre estos dos atomos. Adicionalmente, el azlcar se distorsiona desde una silla *C; en el
reactivo, hasta una conformacion intermedia entre “E y *H,: como consecuencia de esto, el
Asp246 rota ligeramente, posicionandose por la suma de los dos factores a 3.85 A del
carbono anomérico. Después, la especie OC2; (13.2 kcal/mol) tiene un caracter bastante
mas disociado que OC1;, cuyas distancias Clganac-Op Y HO46:a-Op que han alcanzado
valores de 3.02 y 1.63 A, respectivamente; por la cara a de GalNAc, el O4gc.a Se ha
aproximado hasta una distancia de 2.74 A, 0.29 A mas cerca que lo que estaba en el
reactivo. Por la cara B de GalNAc, el Asp246 se ubica a 3.21 A del carbono anomérico, un
acercamiento de 2.22 A con respecto al reactivo (5.43 A). Como se acaba de mencionar,
parte de la causa de este acercamiento se debe a la distorsion de GalNAc, que se
encuentra en una conformacion intermedia entre “E y *Hs, segun los parametros de Cremer-
Pople. Este tipo de conformacion lleva al C1sanac hacia abajo, acercandolo al Asp246, por lo
que se presume que la distorsion y el desarrollo de carga positiva en el azucar, promueven
este discreto cambio conformacional del grupo carboxilato en el Asp246.
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Figura 61. Representacion molecular de los puntos estacionarios para el mecanismo de ataque frontal. En el
caso del reactivo, la representacion de R1a (igual a R1g) incluye también la distancia HO4 gica-Op y NH1 arg293-
06Baica correspondiente a R24 (2.04 y4.16 A respectivamente, color celeste), que son los Unicos cambios
importantes al pasar de R1adesde R2a. Las distancias se dan Aylas energias relativas en kcal/mol.

En el IPg, la distancia OD1asp246-Clcamac €5 de 3.16 A 'y UDP se encuentra 3.53 A del
carbono anomérico. Este distanciamiento adicional de UDP ocurre simultdneamente con el
acercamiento de Asp246, y permite que O4ga S€ posicione a 2.43 A de C1ganac por la cara
a de GalNAc. La distancia HO4¢.a-Op es de 1.57 A, interaccion que contribuye a que UDP y
GlIcA sigan interaccionando cuando GICA se acerca al carbono anomérico. La conformacién
de GalNAc en el IP; es una “E y la energia es de 12.0 kcal/mol, 2 kcal/mol mas estable
que OC1;. Es importante indicar que ademas de que el hidroxilo nucleofilico se ha acercado
a UDP y a GaIlNAc a través de HO4gca ¥ O4cia, respectivamente, el mayor grado de
asociacion entre GIcA-GaINAc y GIcA-UDP también se observa en otras de las
interacciones, estas son; O3gca-HN2'canac, que disminuye hasta 1.77 A (2.50 A en el
reactivo); HO3g:a-O1B ha disminuido 0.12 A con respecto al reactivo, quedando en un valor
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de 1.60 A en IPg; y O2B-Wgo4 ha alcanzado un valor de 1.60 A en IPg (1.81 A en el reactivo).
Creemos que el IPs es un complejo cuyas caracteristicas electronicas y estructurales lo
configuran como el precursor de nucledfilo activado (HO4ga-Op = 1.57 Ay O4gia-Cleanac =
2.43 A). En este intermedio, el nucledfilo de la reaccién (GlcA) se mantiene interaccionando
cercanamente con ambos fragmentos de sustrato dador, UDP y el azucar, especialmente
con UDP que actuara como base catalitica. De esta manera, la reaccién de transferencia
procede a través del TS2 con una energia de 12.3 kcal/mol y una frecuencia de 85i cm’”,
en el que la distancia O4gca-Clcanac Y HO4gca-Op tienen valores de 1.90 Ay 1.33 A
respectivamente, mientras que UDP se mantiene practicamente a la misma distancia que en
el IPs. Adicionalmente, el Asp246 se ha distanciado de C1ganac (3.50 A) en el TS2g, en
parte debido al sutil cambio de la conformacion de GalNAc (que lleva C1sanac hacia arriba),
y a la ligera rotacion del grupo carboxilato de Asp246, que le permite recuperar su
orientacion con respecto a la Arg293, mejorando la interaccion entre estos. Asi, el
rompimiento del sustrato dador UDP-GalNAc seria el paso limitante de la reaccién de
transferencia, aunque las barreras que representan OC1g y TS2 son bastante similares.
Finalmente, el producto (Pg) tiene una energia de 0.1 kcal/mol y GalNAc recupera la
conformacion de silla “C.

De este modo, el proceso de modelizacién realizado hasta ahora nos permite caracterizar
un mecanismo de ataque frontal e identificar tres interacciones que podrian estar ayudando
a facilitar la disociacién del sustrato dador UDP-GalNAc. Una de ellas involucra a la
molécula de agua de coordinacion We4, esta es la interaccion O2B-Weo4; también se
encuentra otra interaccion en la que participa uno de los oxigenos del grupo fosfato que
también es parte de la primera esfera de coordinacion de Mg, esto es, O1B-HO3gca; por
ultimo, se tiene la interaccion HN2'canac-O3aica. Como se comentd antes, esta interaccion
fue una de las mas dificiles de modelar debido a que el grupo NAc aparecia interaccionando
con el Asp151, lo cual se debe a que UDP-GalNAc y GlcAB1-3Gal han sido cristalizados en
dos estructuras diferentes, 1OMZ y 10N8, respectivamente. Adicionalmente, estudios de
Calorimetria Isoterma de Titulaciéon (ITC, por su sigla en inglés) han indicado que el grupo
NAc es clave en la union del sustrato dador, dado que ni UDP-GIc ni tampoco UDP-Gal se
unen a EXTL2. Los autores atribuyen el incremento de entropia luego de unirse UDP-
GalNAc/UDP-GIcNAc a la expulsion de aguas del sitio activo por parte del grupo NAc.
Nuestro estudio sugiere que el grupo NAc podria estar también involucrado en la correcta
orientacion del sustrato aceptor a través de la interaccion HN2' ganac-O3aica.
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5.3.1.1 Calculo de Energia Libre para el Mecanismo de Ataque Frontal

Con el objetivo de obtener una estimacion de los efectos térmicos y entropicos a lo largo de
la coordenada de reaccion, se han llevado cabo simulaciones de MD US al nivel QM(SCC-
DFTB)MM(CHARMM). A pesar de que este método sobreestima la barrera energética de
esta reaccion (el valor calculado es de 40.5 kcal/mol), se asume que nos permitira obtener
una estimacion cualitativa de la diferencia entre la barrera de energia potencial y la de
energia libre.

43.0 -
—Energia Potencial

35.0 -

27.0 { —PMF

19.0 -

Energia [kcal/mol]
=

-5-0 T T T
-5.0 -4.0 -3.0 -2.0 -1.0 0.0 1.0

RC [A]

Figura 62. Perfil de energia potencial (linea negra) y perfil de energia libre (linea azul), calculados al nivel
QM(SCC-DFTB)/MM(CHARMM).

Al comparar las curvas de energia potencial y energia libre para el mecanismo de ataque
frontal, se observa que la segunda presenta una zona de meseta entre los valores de RC -
1.7y -0.5 A, que corresponden a la zona de coexistencia de las especies UDP----OC. Como
se ha mencionado previamente, esta region de la superficie de energia es bastante
complicada y muy sensible a las reorganizaciones de los grupos con habilidad nucleofilica
como Asp246, GIcA y UDP con respecto al carbono anomérico. Aun asi, la estimacion de
los efectos térmicos y entrépicos en el valor de la barrera resultan ser relativamente
pequeios y por consiguiente, no alteran la viabilidad del mecanismo propuesto. De esta
manera, nuestros resultados nos permiten indicar que el mecanismo de ataque frontal es
posible en EXTL2.
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5.3.2 Mecanismo de Ataque del Asp246: Formacion del CGE

Aunque inicialmente no se habia contemplado simular este proceso debido a que el residuo
nucleofiico estaba a 5.43 A del carbono anomérico, la aparicion del IPg en el cual la
distancia OD1asp246-C 1ainac tiene una valor de 3.16 A, motivé el estudio de la formacion del
CGE con el Asp246 actuando como nucledfilo.

Para realizar la exploracion de este mecanismo, se utilizé el complejo de Michaelis (R14) ¥y
la coordenada de reaccion definida como RCpa = [d(Op-C1gicnac) — A(OD1asp246-C 1 icnac) —
d(HO4s.4-Op)]. A partir de esta exploracion se seleccionan varias estructuras para iniciar la
busqueda de estados de transicion (OC y TS) y minimos (CGE). Curiosamente, la curva de
energia para el ataque del Asp246 muestra una zona relativamente plana que sugiere la
presencia de un IP. De hecho, la optimizacion completa de uno de estos puntos nos
permitié caracterizar el IP; previamente a la formacion del CGE, lo cual indica que no se
trata de un desplazamiento directo del UDP por parte del Asp246 (mecanismo Sy2), sino de
un mecanismo en dos etapas tipo-Sy1. Este tipo de proceso también ha sido descrito para
la enzima a-1,3-galactosiltransferasa nativa (GTB) y su mutante en la posicion del residuo
nucleofilico E303 (GTBesgsc).”** La optimizacién del CGE utilizando las estructuras finales
del camino de reaccion, condujo a un intermedio covalente que quedaba fuera de la curva
de energia potencial, tanto a nivel QM(BP86/TZVP)/MM(CHARMM) como a nivel QM(M05-
2XIT2ZVP)IMMIQM(BP86/TZVP)/MM (Figura 63). A continuacion, se muestra la exploracion
del camino de reaccion a este ultimo nivel.
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Figura 63. Curva de energia potencial a nivel QM(M05-2X/TZVP)/MV/QM(BP86/TZVP)/MM para el mecanismo
de ataque del Asp246 usando la coordenada de reaccion definida como RCpa = [d(Op-C1ganac) — d(OD 1 asp246-
C1Ganac) — d(HO4cica-OF)], con R1a como estructura de partida, color azul. También se define una segunda
coordenada de reaccién, RCe = [d(OD 1 asp246-C 1 Gainac) - d(Op-C 1Ganacl, usando el CGE como punto inicial, color
rosado. Los circulos y triangulos se utilizan para indicar la ubicacion de minimos (R, IP y CGE) y estados de
transiciéon (OC y TS), respectivamente, a lo largo del camino de reaccion.

Como se puede observar en la Figura 63, luego de que se forma el IPc el comportamiento
de la curva de energia potencial azul sugiere términos espurios de energia, los cuales
posiblemente estan asociados a la alta tension de las estructuras exploradas bajo la RCpa
en esta ultima zona. En vista de esto, se decidié explorar esta zona final bajo otra
coordenada de reaccion (RCg), utilizando el CGE optimizado como estructura de partida
(ver subapartado 5.3.3.2). Esta es la curva de energia potencial rosada, que permite
conectar el IP¢ con el CGE a través del TScge.

Al igual que ocurre con el mecanismo de ataque frontal, el ataque nucleofilico del Asp246 se
inicia con la disociacion del dador UDP-GalNAc. Dado que las caracteristicas e
interacciones mas relevantes del proceso de disociacion UDP-GalNAc han sido ya descritas
y no se ven afectadas por la coordenada de reaccion que se utilice (RCpa 0 RCg), a
continuacion se describira en detalle la formacion del CGE a partir del IPc.

CGE

Figura 64. Representacion molecularde los puntos estacionarios para el ataque del Asp246, obtenidos al nivel
QM(BP86/TZVP)MM(CHARMM). So6lo se muestran las estructuras a partir del IP¢, indicando en cada caso las
distancias en Aylas energias relativas en kcal/mol.

La RCpa que se aplicé para simular el ataque nucleofilico del Asp246 conduce a un IP¢ en
el que existe una carga positiva adicional de 0.37 u.a. con respecto a R1,, y la conformacion
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de GalNAc corresponde a una intermedia entre “E y *H,. La formacién de esta especie es
facilitada por la catalisis asistida por sustratos (HO4¢.a-Op), y Otras interacciones claves que
hemos identificado en EXTL2, como O23-Weg4, HN2'canac-O3cica Y O1B-HO3ga, que al ser
interacciones inter-sustratos también forman parte de esta estrategia. La formacion del
intermedio covalente CGE ocurre a través del TScgg, en el que la conformacion de GalNAc
se ve un poco mas distorsionada, aproximandose casi exactamente a la “E. Este TScqe
tiene una carga de 0.10 u.a. (0.09 u.a. menor que lo calculado para el TS2g), y representa
una energia de 17.8 kcal/mol. Ademas, posee una frecuencia de 70.8/ cm™ asociada al
vector propio que describe la formacion del enlace C1ganac-OD1asp246. La barrera que se
debe superar para formar el CGE es 5.5 kcal/mol mas alta que la que se obtiene para el
ataque del GIcA (TS2g), que es de 12.3 kcal/mol, por lo que la formacion del intermedio
CGE es un camino desfavorecido frente al mecanismo de ataque frontal a nivel QM(MO5-
2XITZVP)IMW/QM(BP86/T ZVP)/MM.

Ahora que ya se ha descrito el mecanismo de reaccién con el Asp246 como nucledfilo, es
posible examinar y discutir ciertos detalles estructurales. Como ya se menciond, la sintesis
del CGE ocurre a través de un mecanismo en dos etapas que involucra la formacion del IPc.
Las estructuras del camino que conduce al IPc (RCp,a) son bastantes parecidas a las que
conducen al IPg (RCsg), aunque con algunas diferencias que se relacionan con la posicion de
los grupos con habilidad nucleofilica Asp246 (OD1), UDP (Op) y GIcA (O4), con respecto al
carbono anomérico. Ademas, las especies OCg y OC. optimizadas a partir de los diferentes
caminos son energéticamente muy similares.

Tabla 13. Energias QM(M05-2X/TZVP)/MM//QM(BP86/TZVP)/MM relativas al reactivo R14; para la formacion de
las especies oxocarbenio exploradas bajo la RCa, especies con subindice A;la RCg, en el caso OC1gy OC25;y
la RCag, para el IPgyel TS2g. En el caso de las especies OC1¢, OC2¢ € IPc, se ha utilizado la RCpa, mientras
que para obtenerel TScag, se usé la RCe. Ademas se resalta en negrita la barrera de energia global calculada
para cada uno de los procesos.

UDP-—OC | AE [kcallmol] | v [cm 1] | Cleanac-Op | Clcanac-OD1aspzss | Cloanac-Odcica | HOAcica-Op
OC1,4 13.8 56.4 2.29 4.86 2.84 1.71
0C2, 15.5 56.8 2.77 4.60 2.76 1.64

IPa 15.1 >65.0 3.50 4.16 2.46 1.56
TS2, 13.2 47.6 3.56 3.40 2.01 1.38
OC1;g 13.9 53.3 2.28 3.85 2.86 1.72
0C2; 13.2 60.9 3.02 3.21 2.74 1.65

IPg 12.0 >67.0 3.53 3.16 243 1.57
TS2s 12.3 85.4i 3.51 3.50 1.90 1.33
OC1.¢ 11.3 53.1 2.29 3.92 2.87 1.71
0C2; 12.5 55.6 2.94 3.49 2.72 1.66

IPc 111 >80.0 3.30 3.05 2.61 1.59

TS2cce 17.8 70.8i 3.87 1.79 2.98 1.68

Al analizar la informacion de la Tabla 13, se puede reparar en detalles que aunque parezcan
nimios pueden dar informacién relevante respecto a las estrategias cataliticas de EXTL2.
Por ejemplo; en OC1c; y OC1; los tres grupos nucleofilicos tienen sus respectivos atomos
Op, OD1aspoas Y O4giea localizados a 2.3, 39y 2.9 A del C1gannc, respectivamente. Asi
mismo, la distancia HO4¢.,-Or es de 1.7 A en ambas especies, sin embargo OC1. es 2.6
kcal/mol mas estable que OC1g. Contrariamente a lo observado para OC1z y OC1¢, cuya
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similitud estructural es alta pero energéticamente se diferencian por 3 kcal/mol, OC1, y
OC1g poseen practicamente la misma energia a pesar de que el Asp246 esta 1 A mas lejos
de C1lcanac €n OC1,4. Esto deja ver que el Asp246 es perfectamente capaz de estabilizar el
oxocarbenio desde 4 A (OC1c), y ademas evidencia la complejidad de esta regién de la
superficie de energia potencial que parece ser muy sensible a las pequenas
reorganizaciones atomicas alrededor del C1ganac.

Retomando la descripcion, las especies OC2; y OC2; continian siendo muy semejantes,
aunque aparece una pequefia diferencia en cuanto a la distancia OD1 asp246-C 1camnac, que en
OC2¢ es 0.28 A mas larga que en el OC2;, lo cual se traduce en una especie OC2¢ 0.7
kcal/mol mas estable (valores resaltados en la Tabla 13). Esto llama la atencién pues se
esperaria que OC2; fuera mas estable que OC2. al tener al Asp246 mas cerca del centro
anomeérico con la carga positiva, sin embargo esto no ocurre asi. Luego de estas pequefas
reorganizaciones, se forma el IP¢ que es 0.9 kcal/mol mas estable que el IPg, y que tiene al
O4gea 0.2 A mas lejos del Clganac que el O4gea en el IPg. Esta ligera reorganizacion
parece permitir que tanto el Op como el OD1sp246, S€ pOsicionen 0.2 A mas cerca del
C1canac €n el IPc. Resumiendo, queda claro que la rotura del enlace UDP-GalNAc lleva a
una zona de alta energia relativamente plana en la que se encuentran varias estructuras
posibles que se diferencian por la posicién relativa de los tres atomos nucleofilicos (Op,
O4cicn Y OD1asp246) @ Claainac:

Por ultimo, vale la pena mencionar la informaciéon que se puede obtener desde OC2,, un
punto estacionario del camino de mas alta energia para el mecanismo de ataque frontal
(Figura 60, perfil A). Debido a que ya se trabaja sobre estructuras que poseen las
interacciones 6ptimas para la catalisis, es altamente probable que esta especie UDP---OC
sea menos estable porque esta menos disociada (C1ganac-Op = 2.77 A) que las encontradas
en el perfil B o C, lo que légicamente, debe suponer un mayor impedimento estérico para el
acercamiento de GIcA. Este menor grado de disociacion podria atribuirse a que el Asp246
estd mas lejos de Clganac Y pOr ende, la interaccion electrostatica puede aun mejorar.
Adicionalmente, creemos que un acercamiento mas pronunciado del Asp246 puede
promover una especie UDP----OC mas disociada no sélo por la estabilizacion electrostatica
que es capaz de entregar, sino por la capacidad de empujar o desplazar al UDP mas lejos
del Clganac, Creando un espacio mas grande para la entrada y ataque de GIcA, y
minimizando de esta manera la tension estérica asociada a tal proceso.

Por ultimo, pensamos que el conjunto de estructuras UDP----OC (hasta el IP), derivan de la
descripcion del mismo proceso quimico, la rotura del dador UDP-GalNAc. Esto nos hace
suponer que deben ser miembros del mismo conjunto de estructuras que el sistema puede
adoptar cuando va desde el conjunto de reactivos hasta el conjunto de intermedios IP. En
esta situacion, pequefas reorganizaciones atémicas alrededor del C1ganac pueden inter-
convertir estas especies,'”® y todas ellas estan contribuyendo a la barrera de energia
aparente de la disociacion UDP-GalNAc.
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A continuacién se muestra un esquema energético resumen para los mecanismos

explorados.
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Figura 65. Esquema de energia a nivel QM(M05-2X/TZVP)/MM//QM(BP86/TZVP)/MM para el mecanismo de
ataque frontal (colornegro)y el mecanismo de ataque del Asp246 (colorazul). La disociacion del sustrato dador
UDP-GalNAc, conduce a la formacién del intermedio pariénico (IPso IPc), un proceso que posiblemente resulte
de la combinacion de los caminos B y C. Una vezse alcanza el IP, el UDP puede actuar como base catalitica
promoviendo el ataque de GIcA (TS2g), o el Asp246 puede seguir acercandose al carbono anomérico para

formar una segundo intermedio, el CGE, a través del TScae.

Como puede verse claramente en la Figura 65, sin importar si es el GIcA o el Asp246 quien
se aproxima mas al C1ganac Mientras se disocia UDP-GalNAc, se formara un IP estructural
y energéticamente muy similar. Una vez que se ha alcanzado esta especie en la que la
distancia HO4¢a-Op < 1.6 A, se puede producir el ataque de GIcA promovido por la base
catalitica UDP (TS2g), y también podria atacar el Asp246 (TScce). La diferencia energética
de estos dos ataques nucleofilicos (5.5 kcal/mol), se traduce en una k., varios 6rdenes de
magnitud mas lenta para la formacion del intermedio covalente CGE. De este modo, parece
ser que una vez formado el intermedio IP, el ataque del aceptor ocurrira sin mas
reorganizaciones que las necesarias para formar el producto final, sin pasar por un

intermedio covalente como el CGE.
5.3.2.1 Interacciones Favorables para la Catalisis

En los apartados previos se han caracterizado mecanismos que involucran especies
altamente disociadas, en las que la distancia C1ganac-Op alcanza valores maximos en las
estructuras de IP o TS (Tabla 13). También se ha mostrado que a pesar de que el Asp246
llega a ubicarse suficientemente cerca del carbono anomeérico durante la disociacion UDP-
GalNAc, su ataque requeriria de la formacién de un TScge altamente disociado (C1ganac-Op
= 3.87 A), que representa una etapa varios ordenes de magnitud mas lenta que el ataque
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del aceptor GIcA. De esta manera, podemos concluir que EXTL2 cataliza un mecanismo de
ataque frontal evitando la tarea adicional de estabilizar especies intermedias tan altamente
disociadas como el TScge y por consiguiente, la formacion del CGE.

Algunas de las interacciones que se han modelizado e identificado como claves en este
mecanismo incluyen aquellas que se establecen entre los sustratos, o entre dador y esfera
de coordinacién del Mg®* (en lo sucesivo, sélo esfera). Por ejemplo, las interacciones que
forma el grupo fosfato B con la agua de coordinacion W, (O2B-Wees), Y la que establece
con el sustrato aceptor (O1B3-HO3g»), ambas han resultado ser importantes debido a que
ayudan a estabilizar la creciente carga negativa que se desarrolla sobre el UDP a
consecuencia de la disociacion UDP-GalNAc. También se ha modelizado otra interaccion
que involucra al sustrato aceptor pero esta vez interaccionando con GalNAc (O3gica-
HN2'canac), @aunque esta interaccion parece tener mas relacion con la correcta orientacion
de GIcA que con la estabilizacion de la especie disociada. Por ultimo, pero la mas
importante, se tiene la interacciéon HO4¢.4-Op que se forma tempranamente en el camino de
reaccion. Esta interaccion involucra al hidroxilo nucleofilico y ha sido descrita en todas las
GTs-ret para las que se ha estudiado el mecanismo a nivel computacional hasta la
fecha,''"112:116.123-125.131,220268.285 g} importancia no sélo radica en la estabilizacién de la
creciente carga negativa de UDP sino que también es vital en el ataque nucleofilico, cuando
UDP actua como base catalitica activando al nucledfilo (GIcA). Independiente de la
naturaleza quimica del sustrato aceptor o el monosacarido que se transferira hasta éste,
esta ultima interaccion siempre se establece y en ese sentido, puede ser considerada una
estrategia catalitica transversal a todas las GTs-ret, la catdlisis asistida por sustratos. A
pesar de ello, el resto de interacciones inter-sustratos o dador-esfera también pueden
clasificarse dentro de la catalisis asistida por sustrato, aunque en este caso habra
variaciones de una GT-ret a otra, en dependencia del tipo de azucar transferible y el tipo de
molécula aceptora. En este contexto, vale la pena mencionar ciertas interacciones que caen
dentro de la catdlisis asistida por sustratos y que han sido identificadas en otras GTs-ret
estudiadas en el grupo. En la enzima a-1,4-galactosiltransferasa de Nesseira meningitides
(LgtC),” tanto el hidroxilo nucleofilico (HO4-04) como su vecino (HO3-0O3), interaccionan
con el fosfato B a través del Op; en a-1,3-galactosiltransferasa (a3GalT), la interaccién entre
el hidroxilo nucleofiico y Op se forma pronto en el camino de reaccion y ademas se
establece una interaccion dentro de UDP-Gal que involucra al fosfato B y un hidroxilo de la
galactosa (HO2); en GalNAc-T2, en la que el sustrato aceptor no es un carbohidrato sino
que un aminoacido (Thr7), se establece la interaccion entre hidroxilo nucleofilico y Op, y
también una segunda interaccion entre el fosfato B y el segmento base de la Thr7; en GpgS
se observa la interaccion entre el hidroxilo nucleofilico y Op, y ademas el grupo carboxilato
del aceptor estd estructuralmente bien posicionado para estabilizar la creciente carga
positiva de la especie OC. Por ultimo, en otras GTs-ret para las que se ha investigado el
mecanismo, también ha sido indicada la presencia de la interaccidon entre hidroxilo
nucleofilico y Op, como es el caso de OtsA 'y Krep2p/Mnt1p.

Ademas de las implicancias mecanisticas que tienen las interacciones inter-sustratos, es
razonable pensar que estas interacciones también son capaces de modular la orientacién
relativa entre el sustrato dador y el aceptor y por consiguiente, podrian estar relacionadas
con la obtencion de la regio y estereoespecificidad deseada. En este contexto, pensamos
que el enlace hidrogeno HN2'GalNAc-O3GIcA tiene el rol de orientar el GIcA
apropiadamente para la catalisis.
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A continuacion, se utilizan los resultados de los andlisis electrostaticos para indagar en el rol
de los residuos del sitio activo, identificando las interacciones que mas ayudan a estabilizar
las especies intermedias durante la reacciéon. En la siguiente Figura se representan todos
aquellos residuos cuya contribucién resultaba ser = [3| kcal/mol.

A
Asp245 Asp246
sp245. sp ’_ﬁ ) A\

Figura 66. Representacion molecular del reactivo sefialando las interacciones (lineas discontinuas) en las que
participan todos aquellos residuos para los que se calculé una contribucién electrostatica = |3| kcal/mol. Las
lineas discontinuas se dibujan en diferentes colores: Arg76 (negro), Met283 (amarillo), Arg181 (verde), Tyr193
(rosado), Asp151 (azul), Asp245 (salmdn), Asp246 (rojo), Arg135 (gris). En el caso de la Arg293, se utiliza el
colormarrén paraindicar sus interacciones con los sustratos y el color celeste para indicar su interaccion con el
grupo carboxilato de GlcA (COO aica). Este cddigo de color se relaciona con la Figura siguiente.

El analisis electrostatico nos entrega valiosa informacién acerca de como la enzima
contribuye a estabilizar las especies intermedias (en este caso el IPg), que se generan
durante este mecanismo. Ademas, se han incluido dos términos adicionales que
representan una estimacion de la interaccion electrostatica entre Arg293 y Asp246 (color
fucsia, Figura 67), y entre Arg293 y el COO'gca (color celeste, Figura 67).
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Figura 67. Interaccion electrostatica calculada a nivel QM(M05-2X/TZVP)/MM/QM(BP86/TZVP)/MM para
diferentes residuos del sitio activo en el intermedio IPg. Los valores energéticos son relativos al reactivo y se han
definido arbitrariamente negativos y positivos, segun la interaccion mejore o se deteriore con respecto al
reactivo, respectivamente.

En la Figura 67, se observa que varios residuos estabilizan o interaccionan mejor con los
sustratos en el IPg que en el reactivo. Estos corresponden a la Arg76 (negro), la Met283
(amarillo), la Arg181 (verde), la Tyr193 (rosado), el Asp151 (azul), el Asp245 (salmén) y el
Asp246 (rojo). La estabilizacion que estos residuos son capaces de proveer se relaciona por
una parte con la carga negativa que se ha desarrollado en el grupo UDP: Arg76 y Met283.
Por otro lado, hay un desarrollo de carga positiva en el centro anomérico que es
acompafado por la distorsion conformacional de GalNAc. Los residuos que estabilizan esta
especie son; el Asp151, a través de su interaccion con HO3ganac; €l Asp245, que
interacciona con (HO4/HOG)ganac; Y €l Asp246, que ocupa parte de la cara 3 de GalNAc y
cuya notable estabilizacion en el IPg (-16.6 kcal/mol, ver Figura 67 color rojo), ha de
relacionase directamente con el aumento de carga en el centro anomérico y el mutuo
acercamiento de los dos fragmentos. Este resultado indica el rol crucial del Asp246 en el
mecanismo de ataque frontal, el cual es capaz de estabilizar las especies UDP----OC a
través de una interaccion de naturaleza electrostatica (catalisis asistida por nucledfilo). Esto
concuerda con los experimentos de mutagénesis en los cuales no se ha detectado actividad
transferasa cuando el Asp246 es mutado por Ala.

Adicionalmente, Arg181 y Tyr193 son capaces de estabilizar moderadamente a lo largo de
la reaccion, lo cual muy probablemente tenga que ver con la interaccion que forman con el
COOgia. Por otra parte, el deterioro de la interaccion Arg135-sustratos al ir desde reactivo
hasta IPg, puede ser una consecuencia de la carga positiva adquirida por GalNAc.

Lo que ocurre con Arg293 es curioso y es por eso que hemos indagado un poco mas
profundamente en las interacciones que establece en el sitio activo. La Arg293 es un
residuo altamente conservado dentro de la familia GT64** y se localiza en la cara B de
GalNAc, en la vecindad del carbono anomérico. Los experimentos de mutagénesis han
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mostrado que la enzima mantiene una actividad transferasa minima (0.2 pmol/mg
proteina/hora) luego de hacer la mutacion Arg293Ala, lo que lleva a pensar que la Arg293
podria tener un rol importante en el mecanismo. El andlisis de las estructuras
cristalograficas (aqui se sefalan los valores en 10OMZ), llevé a los autores a sugerir que la
red de interacciones que arginina esta en posicion de establecer con residuos como Asp246
(NH2rg203-OD 1 psp2as = 3.16 A), Asn243 (NEarg203-OD1asnz2as = 3.35 A) y Tyr193 (NH1ago0s-
OHpgnoas = 3.24 A), podrian neutralizar parcialmente su carga positiva de modo de
transformarla en una especie capaz de estabilizar la carga positiva que se desarrolla en
GalNAc. El valor que obtenemos para la interaccion electrostatica de Arg293 (8.9 kcal/mol,
Figura 67, color marrén) indica precisamente lo contrario, la interacciéon con ambos
sustratos se ve perjudica con respecto al reactivo. Esto es comprensible dado el desarrollo
de carga positiva sobre el carbono anomérico, y el ligero acercamiento entre (C1-O5)ganac ¥
Arg293 luego de que GalNAc sufre el cambio conformacional. Por otra parte, dado que la
Arg293 y el Asp246 interaccionan cercanamente, ha de existir una mutua polarizacion entre
ellos. Por este motivo se repitid el andlisis de cargas de modo que Arg293 pueda sentir el
campo electrostatico de Asp246 y viceversa. Los valores obtenidos siguen la misma
tendencia, 11.6 para la Arg293 y -10.2 para el Asp246 (estos valores no se muestran en la
Figura 67), y ademas sugieren que si Arg293 interacciona con la carga QM de Asp246 (y
viceversa), el efecto de ambos residuos sera menos favorable. Esto ha de ser una
consecuencia de la reorientacion de uno de los oxigenos del carboxilato de Asp246 (OD1)
hacia el carbono anomérico. Este pequefio cambio no favorece la interaccién Asp246-
Arg293 ya que su interaccion es mejor en el reactivo, cuando el carboxilato y el guanidinio
caen en el mismo plano. En la Figura 67 se indica el valor del término electrostatico entre
ellos (color fucsia). También se ha calculado el término de interaccion entre Arg293 vy el
COOgiea, €l cual se ve desfavorecido en 2 kcal/mol y esto también tiene que ver con el
pequeno giro del COOgca a lo largo del camino de reaccion (Figura 61), el cual provoca un
ligero distanciamiento entre la Arg293 y el COOga (3.45 A en R1, y 4.18 A en el IPg,
distancia NH1arg203-O6Bgica).

De esta manera, los analisis electrostaticos realizados no permiten concluir un rol catalitico
para la Arg293 y muestran que de hecho, el Asp246 puede estabilizar las especies UDP ----
OC una vez que se ha desarrollado la carga positiva sobre el centro anomérico (C1-
O5)camnac, Contrariamente a lo que Perdersen et. al. habian sugerido en base a las
estructuras cristalograficas. Creemos que el rol de la Arg293 puede tener mas relacion con
la unién del sustrato aceptor, especificamente con en el reconocimiento del grupo COO gica.
Ademas, el grupo guanidinio de la Arg293 posiblemente permita que las cargas negativas
de GIcA (COQ") y Asp246 se posicionen relativamente cerca en el sitio activo de EXTL2. Sin
embargo, estas posibles funciones de la Arg293 no pueden ser concluidas en base al tipo
de anadlisis que se acaba de explicar pues se llevan a cabo en el enzima nativa. Si Arg293
fuese mutada, probablemente se desencadenarian una serie de cambios estructurales que
podrian afectar la reactividad de la enzima. Por ejemplo, si Arg293 no estuviese en el sitio
activo podria verse afectada la unién o disposicion relativa entre UDP-GalNAc y GIcAB1-
3Gal, o la habilidad nucleofilica del Asp246, que al no interaccionar con la Arg293 seria un
mejor nucledfilo que podria conducir al CGE.

Finalmente, es importante mencionar que la contribucion conjunta Asp246-Arg293 en la
cara B de GalNAc resulta en un valor de -7.7 kcal/mol (ver penultima barra en la Figura 67),
y de 1.7 kcal/mol (ver ultima barra en la Figura 67), cuando se omite o se tiene en cuenta,

155



respectivamente, la interaccion entre ambos. Estos resultados sugieren que incluso en el
peor caso, el término es desfavorable pero muy pequefio comparado con el término
individual de la Arg293. De este modo, concluimos que el Asp246 amortigua el efecto
desfavorable de tener un residuo con carga neta positiva en la cara B del azucar,
convirtiendo al par Asp246-Arg293 en una pareja eficiente cataliticamente.

54 Conclusiones

En este capitulo se ha abordado por primera vez el estudio del mecanismo de reaccion de
EXTL2 a un nivel atbmico-molecular, combinando varias metodologias computacionales y
las estructuras cristalograficas de EXTL2.

EXTL2 resulta ser un sistema bastante complejo para el cual ha sido dificil y laborioso
modelar todas las interacciones que forman el complejo de Michaelis eficiente
cataliticamente. Esta complejidad deriva en parte del hecho de que no se contaba con una
estructura cristalografica en la que estuvieran ambos sustratos, sino con dos estructuras a
partir de las cuales no se podian anticipar un conjunto de interacciones inter-sustratos
relevantes, con la excepcion de HO4g.A-Op que podia intuirse desde 1ON8. Nos referimos a
las interacciones HO3gca-O1B ¥y O3gca-HN2'canac, junto a las que se forman entre UDP y la
esfera (O2B-Wsn4), las cuales demostraron ser bastante influyentes en las barreras de
energia obtenidas a partir de los primeros modelos ternarios obtenidos desde la MD MM.
Todas estas interacciones se deben establecer éptimamente para la catdlisis de modo de
estabilizar la carga negativa creciente sobre UDP. Algunas de estas interacciones tampoco
aparecieron en la MD, podria ser por deficiencias del campo de fuerzas.

Por otra parte, la presencia de un residuo nucleofilico en la cara B del azucar ha sido
durante afios interpretada como evidencia en apoyo del mecanismo de doble
desplazamiento a través del intermedio CGE, aunque esta idea se sustenta en una analogia
histérica entre GTs-ret y GHs-ret, y no hay evidencia experimental concluyente al respecto.
La enzima EXTL2 posee un Asp246 en la cara B de GalNAc a distancias > 5 A en
cualquiera de los reactivos. Nuestro estudio nos permite concluir que el Asp246 esta
relacionado con la estabilizacién de la especie oxocarbenio, cuya carga positiva esta
parcialmente estabilizada por deslocalizacion a lo largo del enlace C1-O5 (sps — sp.), pero
esta enzima parece requerir de una estabilizacion adicional por el efecto desfavorable de la
Arg293 y porque la interaccion HO4¢:a-Op No se ha formado en el complejo inicial. De este
modo, el Asp246 resulta ser crucial en el mecanismo de ataque frontal ya que es capaz de
estabilizar sustancialmente las especies OC a través de una interaccion electrostatica (IPg),
sin necesidad de pasar por el intermedio covalente (CGE).

Tal como se comentd previamente, el andlisis minucioso de la informacién estructural y
energética obtenida desde las simulaciones del ataque frontal y el ataque del Asp246, nos
permite notar que el Asp246 puede estabilizar la especie OC a partir de una distancia
aproximada de 4 A (ejemplos: OC1, y OC1.). Esta estabilizacién parece quedar ligeramente
enmascarada en el mecanismo de ataque frontal (especies OCsg), posiblemente por el
impedimento estérico adicional que supone el hecho de que GIcA este acercandose al
carbono anomérico mas rapidamente que durante el ataque del Asp246. Curiosamente, en
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el camino de mas baja energia que logramos caracterizar para el mecanismo de ataque
frontal (perfil B, naranjo-verde), la distancias OD1sp246-C1canac SON < 4.0 A en todas las
especies UDP----OC a diferencia de lo encontrado inicialmente en base al perfil A (perfil
negro), en el que esta distancia siempre es > 4.0 A hasta el IP,. Basandonos en el hecho de
que Asp246 puede estabilizar desde 4 A, creemos que el acercamiento adicional del
Asp246 hasta C1ganac puede relacionarse con algo mas que la estabilizacion de la especie
OC. Asi, el mutuo acercamiento OC----Asp246 podria ocurrir para llenar la funcién que GICA
no puede llevar a cabo debido a la naturaleza intrinseca del mecanismo de ataque frontal,
en el que el nucledfilo de la reaccion (GIcA) no puede desplazar directamente al grupo
saliente (UDP) porque esto tiene que ocurrir por el mismo espacio o cara de GalNAc (cara
a), para conseguir mantener la configuracion del carbono anomérico. Nuestra hipétesis, que
ya fue propuesta por Lairson et al.** es que debido a que GIcA no puede llevar a cabo esta
tarea por la alta tensidén estérica que esto supondria, el Asp246 realiza esta funcion
promoviendo asi la salida de UDP a través del —apujon nucleofilico”. Y los resultados
parecen confirmarlo. Asi, la catalisis asistida por nucledfilo puede incluir ademas de la
estabilizacion del oxocarbenio, un factor adicional de empuje nucleofilico para promover una
especie UDP----OC mas disociada.

Adicionalmente, nuestros analisis también indican que el Asp246 podria estar
contrarrestando el efecto desfavorable de tener a la Arg293 en la cara B de GalNAc
aproximadamente a 3.0 A del O5g.nac a lo largo del camino de reaccion. Asi, como Asp246
puede estabilizar a una distancia de 4 A es esperable que la Arg293 pueda hacer lo
contrario ubicandose a distancias pequefias del centro anomérico (2.89 A en el IPg). De
hecho, asi lo confirma el andlisis electrostatico, haciendo mas ldgica la idea de que el
Asp246 puede contrarrestar su efecto desfavorable. Curiosamente, la mutacién de Arg293
resulta en una actividad transferasa minima, lo cual indica que la mutante no es capaz de
catalizar la reaccion ya sea por un cambio nefasto de la configuracion del sitio activo o por
problemas asociados a la unidon de los sustratos, aunque lamentablemente no se ha
informado una Ky para esta mutante. Con el trabajo realizado hasta ahora, se puede
sefalar que la importancia de Arg293 muy posiblemente se relacione con la unién,
orientacion y estabilizacion del sustrato aceptor a través del grupo COQO'gca, Ya que como
se ve en la Figura de puntos estacionarios, el O6Bgs experimenta un distanciamiento de
NH144205 cuando pierde la interaccion con HO4ga, formandose un complejo de Michaelis
R2, casi 4 kcal/mol mas alto en energia que R14.

Finalmente, como ya se resalté en la introduccion de esta tesis y en el inicio de cada
capitulo, con la excepcién de la pareja de residuos Arg135-Asp245 no existe una
arquitectura conservada en la cara 3 del azucar de las GTs-ret. El presente estudio aporta
informacion importante respecto a la identidad de los residuos en esta cara (3, que en
EXTL2 es ocupada por la diada Asp246-Arg293. Estos residuos se relacionan intimamente
con la naturaleza quimica del sustrato aceptor y con la orientacion que este adopta al unirse
a la enzima, influyendo en la regio y estereoespecificidad de la transferencia.

Sin duda, mas experimentos son necesarios para poder asignar mejor el rol de Arg293. Es
por ello que en el proximo capitulo seguiremos investigando a la enzima EXTL2 pero
utilizando su otro sustrato dador, UDP-GIcNAc. Ademas de adentrarnos en los detalles
moleculares del mecanismo, construiremos mutantes para indagar profundamente en el rol
de Arg293 y Asp246.
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6 a1,4-N-Acetilhexoaminiltransferasa:
EXTL2-GIcNAc

6.1 Aspectos Generales

En este capitulo se investiga el mecanismo de reacciéon para el otro sustrato dador de
EXTL2, el UDP-GIcNAc. Como se ha comentado previamente, el gen EXTL2 (del inglés
EXT-like) presenta una altisima similitud con los genes EXT1 y EXT2 de la familia EXT,
razon por la que es considerado otro de sus miembros. A través de analisis génicos, los
locus que ocupan los genes de la familia EXT (EXT1-3) han sido relacionados con la
aparicion del desorden genético HME (Hereditary Multiple Exostoses), por lo que las
enzimas que estos genes codifican suelen conocerse como supresoras de tumores.*’®
Adicionalmente, la purificacion y expresion de EXT2 desde suero bovino permitieron
averiguar que esta enzima es activa para la transferencia de acido D-glucurénico (GIcA) y
N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc), dos tipos de actividad transferasa que son necesarias en
la biosintesis del HS.?® Tal como el gen EXT2, EXTL2 también podria codificar enzimas
supresoras de tumores o estar involucrada en la biosintesis del HS. Mas tarde se comprobdé
que el gen EXTL2 efectivamente codifica una enzima que resulta poseer actividad
transferasa para GalNAc y GIcNAc (unién a1-4).?%° Experimentos adicionales permitieron
establecer que EXTL2 posee actividad transferasa de tipo GICNAcT-I, lo cual llevé a los
autores a postularla como una enzima clave en el inicio de la biosintesis de HS.***
Juntando esto con los resultados mas recientes que sugieren que EXTL2 podria detener la
polimerizacion de GAGs al transferir GIcNAc desde UDP a el tetrasacarido comun de union
fosfatado en xilosa,?’’ nos motiva a extender y a la vez, finalizar el estudio de esta enzima
investigando los dos tipos de actividad transferasa que posee.

Aunque se trata de la misma enzima, para llevar a cabo este trabajo se tuvo que realizar un
trabajo de modelizacién adicional debido al choque entre sustrato dador y sustrato aceptor
que resultaba de superponer y alinear las correspondientes estructuras cristalograficas,
codigos PDB 10N6 y 10N8, respectivamente. Esto se debe a que el fragmento GIcNAc
aparece ligeramente rotado en la estructura cristalografica con respeto a como estaba
colocada GalNAc. En vista de estos primeros resultados se decidio llevar a cabo un estudio
con calculos de Docking. (Detalles en Metodologia)

Debido a los roles que tiene EXTL2 en la biosintesis de HS o H, existe una gran interés
bioquimico por esta enzima. Adicionalmente, consideramos que EXTL2 representa un
modelo paradigmatico en la elucidacion de las estrategias cataliticas que realizan las GTs
que retienen la configuracion del carbono anomérico del azucar que transfieren. De esta
manera, y con el objetivo de dar respuesta a los interrogantes mecanisticos que aun
permanecen abiertos en torno a los residuos de la cara 3 del azucar Asp246-Arg293, se ha
llevado a cabo un estudio completo del mecanismo, caracterizando cada uno de los puntos
estacionarios para tres diferentes complejos de Michaelis obtenidos de la combinacion de
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metodologias. Ademas, se han construido diferentes mutantes para uno de estos complejos
con la idea de descifrar el rol mecanistico de Arg293 y reevaluar los roles que fueron
asignados al Asp246 en nuestro trabajo previo; esto es, evaluar el efecto de las diferentes
mutaciones en la estrategia de empujon nucleofilico y en la capacidad de estabilizar el
oxocarbenio (catdlisis asistida por nucledfilo).

Los aspectos de estos trabajos pueden ser utiles en la ingenieria de enzimas aplicada a
sintesis de glicanos, y esperamos que también sean un aporte relevante tanto en el campo
del mecanismo catalitico de las GTs-ret, como en el interesante tépico de investigacion que
se desarrolla en torno a la biosintesis del HS.

6.2 Modelos y Metodologia

6.2.1 Construccion de los Modelos

El modelo ternario inicial, EXT L2-Mgz+-UDP-GIcNAc-GIcAB1-3Gal, se construyo
combinando dos diferentes estructuras cristalograficas. Una de ellas corresponde al
complejo binario EXTL2-Mn*-UDP-GIcNAc (cédigo PDB 10NB) y la otra corresponde al
complejo ternario EXTL2-Mn?**-UDP-GlcAB1-3GalB 1-Onaftalenmetanol (cédigo PDB 10N8),
siendo el ultimo un sustrato aceptor analogo del natural GlcAB1-3Galf 1-Onaftalenmetanol.
Las coordenadas del sustrato dador UDP-GIcNAc, el cofactor metdlico y la proteina, con la
excepcion de un lazo sin coordenadas que abarca desde los residuos 274 al 285, se
tomaron de la estructura o complejo TON6. Del complejo 1ON8 se tomaron las coordenadas
del lazo recién mencionado y las del sustrato aceptor GlcAB1-3Gal, cuyo sustituyente O-
naftalenmetanol no tenia una densidad electrénica visible.”
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Figura 68. Representacion de la estructura secundaria de la EXTL2 para A: el complejo binario
EXTL2:-Mn?-UDP-GIcNAc (codigo PDB 10NG6), en el que el sustrato dador UDP-GIcNAc y el Asp153 se dibujan
en barras y el Mn?" y los atomos de oxigeno de las aguas de coordinacidon en esfera verde y rojas,
respectivamente. Ademas, se indican los sitios entre los cuales no haycoordenadas (lazo 274 -285, circulos
negros). En B se representa la estructura secundaria del complejo ternario EXTL2-Mn?-U DP-GIcAB1-3Galp1-
Onaftalenmetanol (cédigo PDB 10N8), resaltando en color opaco las coordenadas que han sido usadas yen
transparente aquellas que no se utilizaron. El sustrato aceptor y los residuos terminales del lazo perdido en
10N6 se dibujan en barras, mientras que para el resto del lazo se muestra como una cinta celeste.

Como ya se menciono en el capitulo anterior, la enzima muestra un plegamiento GT-Ay ha
sido cristalizada con un catién metalico, el Mn** que es modelizado como Mg*. El Unico
aminoacido que coordina al metal es el Asp153, mientras que el resto de la esfera de
coordinacién esta formada por el grupo difosfato y tres moléculas de agua; por efectos
practicos, se conserva la numeracion previa de estas aguas (W eos, Weos ¥ Weos). EIl modelo
ternario que se consigue de esta manera muestra choques directos entre los sustratos,
especificamente entre el grupo N-acetilo (NAc) de GIcNAc y el C4 del &cido glurdnico
(GIcA); ademas, la distancia O4gica-C1eienac tiene un valor de 1.98 A, muy inferior a la suma
de sus radios de Van der Waals que es 3.22 A. Lo anterior da cuenta de que el modelo
ternario que conseguimos construir al alinear 1TON6 y 1ON8 es altamente inestable y debido
a esto, se decidio evaluar la posicion relativa de los sustratos utilizando la metodologia de
docking. Para la realizacion de dichos calculos contamos con la supervision del Dr. Jean-
Didier Maréchal (Universidad Autonoma de Barcelona).

6.2.2 Calculos de Docking

Para llevar a cabo estos calculos se utilizo el el programa GOLD (Genetic Optimisation for
Ligand Docking),?'*?*® que usa una estrategia evolutiva (algoritmo genético, GA) para
explorar la variabilidad conformacional del ligando flexible mientras simultaneamente es
capaz de considerar flexibilidad en la proteina, basandose para esto ultimo, en librerias de
rotameros para los diferentes aminoacidos. Los buenos complejos enzima:ligando se
definen en base a una funcién de puntuacion que permite clasificar los modos de asociacion
obtenidos de acuerdo a la afinidad del ligando por el receptor. La afinidad es definida por
interacciones como los enlaces de hidrogeno, interacciones hidrofébicas y un término MM
para calcular la energia interna del ligando.”"® A pesar de que nuestra primera inspeccién de
los resultados estuvo centrada en las puntuaciones de los ligandos, los analisis posteriores
priorizaron las posiciones de los ligandos y las diversas interacciones que estos pueden
establecer desde aquellas posiciones. Este segundo criterio pudo ser aplicado gracias al
conocimiento adquirido previamente del complejo de Michaelis que fue obtenido
combinando estructuras cristalograficas junto a metodologias MM y QM/MM en el Capitulo
5. De esta manera, la eleccion de soluciones de docking estuvo principalmente guiada por
nuestro conocimiento previo de las interacciones entre sustratos y proteina en EXTL2-
GalNAc (se obvia el sustrato aceptor y el UDP pues no cambia).

Aunque se realizaron dockings covalentes y no covalentes del sustrato dador y aceptor, sélo
se describiran los resultados de los dockings covalentes del sustrato dador UDP-GIcNAc.
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En éstos, se utiliz6 como receptor la proteina junto al sustrato aceptor, incluyendo el metal y
su primera esfera de coordinacion, y parte de UDP (ver a continuacion).

6.3.2.1 Docking Covalente de difosfato-GIcNAc en el Complejo Ternario
10N8

La preparacion de las estructuras de partida para el docking fue iniciada con el receptor,
que corresponde al complejo EXTL2:-Mn**-UDP-GlcAB1-3Gal (cédigo PDB 10N8). Todas
las aguas, iones vy el difosfato fueron eliminados de la estructura, con la excepcion del metal
y sus aguas de coordinacion. A los aminoacidos ionizables de la proteina se le asignaron
estados de protonacién apropiados. Ademas, se indico el tipo de coordinacion del metal,
gue en este caso es de tipo octaédrica y finalmente se afnadieron hidrégenos para terminar
la preparacién del receptor. En el caso del ligando sélo se anaden hidrégenos. El centro de
la cavidad de asociacion se colocé en el atomo O3a (origen, ver Figura 69), y el radio de la
cavidad es de 12 A. Ambos, el receptor y el ligando contienen el tomo O5‘ que forma parte
del nucledsido uridina (molécula en la que uracilo y ribofuranosa se enlazan a través de un
enlace glicosidico 1-N1), ya que el enlace se formara entre el nucledsido (O5') y el
fragmento difosfato-GIcNAc (Pa). Automaticamente después de definir la esfera de
asociacion, todos los dadores de enlace de hidrégeno, asi como atomos dadores y
aceptores de hidrogeno cercanos a la cavidad, se identifican a través de los tipos de atomos
SYBYL y se afiaden pares de electrones no compartidos a los aceptores de hidrégeno. Si
cualquiera de los dadores o aceptores estuvieran unidos por enlaces simples a un
residuo(s) de la proteina, éstos se establecen como flexibles.?”® Por otra parte, se
establecieron 4 residuos flexibles involucrados en la asociacion del sustrato aceptor:
Tyr193, Arg181, Trp284 y Arg293; aunque los dos ultimos también forman interacciones con
el sustrato dador a través del difosfato y el azucar, respectivamente. Al hacerse el docking
del fragmento difosfato-GIcNAc, consideramos adecuado anadir flexibilidad a estos
residuos.
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Receptor 1 X Difosfato-GlcNAc: Ligando 1

Figura 69. A. Estructura secundaria del complejo ternario 1ON8 que corresponde al receptor 1; la esfera verde
corresponde al metal y las tres esferas rojas representan las moléculas de agua de coordinacion; la zona de
color negro indica el centro de la cavidad de asociacion en la que se realizara el docking y la zona gris
transparente tiene un radio de 12 A con respecto a al centro de la cavidad (O3 a), y se dibuja para representar
aproximadamente la cavidad del docking; el sustrato aceptor GIcAB1-3Gal y el nucleésido se dibujan en barras
de color rosa (carbonos), azul (nitrégeno) y rojo (oxigenos); ademas, se indica la posicién de O5‘ (azul) y por
claridad, los hidrogenos no se representan. B, El ligando 1 o difosfato-GIcNAc se representa en barras yse
indican los nombres de algunos atomos, como por ejemplo, el O5°.

De un total de 20 modelos (soluciones del docking) evaluados, un numero adecuado
teniendo en cuenta que se trata de un algoritmo estocastico, sélo 4 parecen ser adecuados
a pesar de que HO4¢x no se orienta hacia O, sino que a O23. Esta no es una buena
interaccién en el contexto de la reactividad pues el Op queda parcialmente ocluido por O23.
Es probable que el detalle en la definicion de las interacciones que precisamos para la
catdlisis sea excesivo para la capacidad de prediccién del programa de docking, por lo
menos para el sistema estudiado. Ademas, los residuos involucrados en la asociacion o
unién del aceptor no se colocan en las orientaciones relativas mas adecuadas y se sabe
muy bien que todas estas interacciones escasamente dptimas tienen un efecto nefasto en
las barreras de energia de la reaccion quimica.
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6.2.2.2 Docking Covalente de GIcNAc en un Complejo Ternario Catalitico

En este experimento se establece la cavidad de asociacion de la misma manera que antes,
definiendo el origen en las coordenadas del atomo O3a y un radio 12 A para la esfera
(Figura 70). Esta vez, el enlace se formara entre C1g.cnac-Op con el objetivo de contar con
las interacciones entre el UDP y el GIcA, o el agua de coordinacién que hemos identificado
anteriormente como importantes para la catalisis, se utilizé como receptor la estructura
generada en el estudio de EXTL2:GalNAc (Capitulo 5).

Nucle6tido:0p A B
GlcAp1-3Gal

GIcNAc: Ligando 2

Receptor 2

Figura 70. A. Se muestra la estructura secundaria de 1ON8 que ahora corresponde al receptor 2 pues no
contiene so6lo el nucledsido sino que todo el nucledtido. Igual que antes; la esfera verde ylas rojas representan
al metaly las tres moléculas de agua de coordinacion, respectivamente; la esfera negra (O3 a) sefiala el centro
de la cavidad de asociacidon a partir de la cual se dibuja una zona gris transparente que representa
aproximadamente el tamafio de la cavidad del docking; el sustrato aceptor GlcAB1-3Gal y el nucleétido se
dibujan en barras; y por ultimo, se indica la posicion de Op (azul) y por claridad los hidrégenos no se
representan. B, El ligando 2 o GIcNAc se representa en barras y se indican los nombres de algunos atomos,
como por ejemplo, el Op en azul.

Ademas, a la luz de los resultados anteriores en los que Arg293 no adoptd posiciones
adecuadas con respecto a GIcNAc, se decidié establecer restricciones en la distancia
NH1arg203-O5aicnac. Asi, 1as soluciones del docking se reducen a aquellas en las que se
cumpla la condicién de que 4.0 A < NH1 arg203-OBcionac < 4.5 A. Alentadoramente, de un total
de 20 modelos evaluados, uno de ellos mostré interacciones semejantes a las observadas
en el complejo de Michaelis competente y fue seleccionado como modelo ternario de partida
para las simulaciones de MD y los posteriores estudios de reactividad.
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6.2.3 Simulaciones de Dinamica Molecular

6.2.3.1 Minimizaciones y Dinamica Molecular MM

Utilizando el modelo ternario explicado arriba, se realizé un procedimiento similar al ya
descrito para EXTL2-GalNAc (apartado 5.2.2). La estructura se modificé con el servidor
PDB2PQR version 2.0.0,%°%*° s¢lo para establecer los tipos de 4tomos que usa el campo
de fuerzas CHARMM.

Como ya se ha explicado anteriormente, una vez asignada las topologias y parametros, el
sistema es solvatado en una caja de aguas de dimensiones 80:75-87 A® y neutralizado con
3 cationes Na’ formando un sistema final de 48560 atomos. A continuacion, éste fue
minimizado y equilibrado a través de simulaciones sucesivas en las que se restringio el
movimiento de grupos de atomos con potenciales armdnicos gradualmente reducidos hasta
cero. Mientras las aguas y cationes Na" se movian libremente, la proteina, el cofactor y los
sustratos se desplazaban alrededor de sus posiciones iniciales hasta quitar las restricciones
armonicas permitiendo la evolucion libre del sistema. La etapa de equilibraciéon tardé 5.4 ns
y en el periodo final de 2.5 ns, en el que la proteina se equilibra libremente, el RMSD del
segmento base de la proteina tiene un valor promedio de 1.47 A. Luego, se llevaron a cabo
10 ns mas de DM completando una simulacién de 154 ns, lo que consideramos
suficientemente largo para asegurar que nuestro modelo es estable.

Las simulaciones se llevaron a cabo con el programa NAMD2.92%%%* y se establecieron
condiciones periddicas de contorno. La presién y la temperatura se establecieron en 1 bar y
300 K, respectivamente. Para mantener la presion constante se aplic6 un método que
combina el método Nosé-Hoover*® y el pistén de Langevin'®® mientras que la temperatura
se control6 a través de fuerza adicionales incluidas en la dinamica de Langevin. El algoritmo
SHAKE'™® fue usado para mantener fijas las distancias O-H de las aguas y el paso de
integracion de las ecuaciones de movimiento es de 2 fs. Una vez finalizada la simulacion, se
realizé un andlisis de las estructuras seleccionando varios complejos de Michaelis que
fueron usados como puntos iniciales para las primeras exploraciones del mecanismo de
reaccion.
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6.2.3.2 Simulaciones de Dinamica Molecular QM/MM

Los complejos de Michaelis obtenidos en la etapa previa mostraban practicamente las
mismas interacciones que se encontraron en los primeros complejos de Michaelis de
EXTL2-GalNAc (se omite el UDP y el sustrato aceptor). La mayoria de las estructuras
muestreadas tienen al grupo NAc interaccionando con el Asp151 y no con GIcA,
provocando que HOA4ga interaccione con O7‘ del grupo NAc. Ademas, la molécula de agua
de coordinacién (We4) aparece invariablemente interaccionando con Ser281 pero no con el
grupo fosfato. La exploracion del mecanismo de ataque frontal a nivel
QM(BP86/SVP)/MM(CHARMM) resultd en barreras de energia potencial >37 kcal/mol, en
algunos casos superando incluso las 60 kcal/mol cuando el grupo COO s NO establecia
interacciones con Arg181, Arg293 y Tyr193.

A la luz de estos de estos resultados, y teniendo un cuenta que es una metodologia que
antes ha ayudado en la busqueda del conjunto de interacciones éptimas para la catalisis, se
decidi6 llevar a cabo simulaciones de MD QM/MM de los complejos enzima-producto
(EXTL2-Mg*-UDP-GIcNAca1-4GlcAB 1-3Gal) obtenidos previamente para dos de nuestros
complejos (los que mostraron las barreras energéticas mas bajas). Esto nos permite refinar
las interacciones del producto, lo que luego se reflejara en el nuevo reactivo obtenido. Estas
simulaciones adicionales de 60 ps fueron llevadas a cabo con el método QM(SCC-
DFTB)/MM(CHARMM), el cual a pesar de ser conocido por sobreestimar las barreras de
disociacion UDP-azucar, ha resultado util anteriormente en la etapa de refinamiento de
interacciones en el producto. En base a estas simulaciones se seleccionaron 6 complejos
(seccion 6.3) que se usaron como puntos iniciales para simular la reacciéon quimica inversa,
consiguiendo un nuevo conjunto de complejos de Michaelis que seran los reactivos en las
exploraciones del mecanismo de reaccidon posteriores. Los detalles de la metodologia
QMMM se expondran en los siguientes apartados.

6.2.4 Simulaciones QM/MM

Para investigar el mecanismo de reaccién de EXTL2 se seleccionaron todas las aguas que
dentro de una esfera con radio de 30 A desde el carbono anomérico C1genac Y S€ incluyd
toda la proteina, formando un modelo de 12476 atomos.
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como regién QM y MM. Por ultimo, las flechas moradas sefialan el movimiento de los electrones durante el
mecanismo de ataque frontal.

La carga neta de la region QM es -2 u.a. y para completar la valencia de los atomos QM en
los que se definid el corte con la regién MM, se afadieron 6 link atoms.**"*** Para reasignar
la carga de los atomos en la interffaz QMMM se usd el esquema charge shift (o
desplazamiento de carga).'”®** El célculo de las interacciones electrostaticas se traté con el
esquema electronic embedding (o integracién electrostatica)®*’ y no se definié una distancia
de corte para el calculo de las interacciones no covalentes MM y QM/MM. En las
optimizaciones se consideraron todas las aguas y residuos con almenos un atomo dentro de
un radio de 15 A desde el C1gnac Mientras que el resto del sistema se mantuvo fijo.

6.24.1 Mecanismo de Ataque Frontal

Las primeras simulaciones del mecanismo de reaccion utilizaron la coordenada de reaccion
(RC), definida como RCA = [d(OP'C1GIcNAc) - d(O4Gch-C1G,cNAC) — d(HO4G/CA-Op)]. La
combinacién de estas distancias permite conducir el sistema desde reactivos a productos, lo
cual se lleva a cabo en pasos de 0.1 A. En las primeras exploraciones, la region QM se
describié a nivel BP86/SVP pero una vez comprobado que las barreras son razonables (<
28 kcal/mol), se llevaron a cabo los estudios al nivel QM BP86/TZVP y estos son los
resultados que se discutiran mas adelante. La region MM es descrita con el campo de
fuerzas CHARMM. También se recalcularon las energias de todas las estructuras del perfil
de reaccion utilizando un nivel de teoria mas sofisticado, QM(MO5-
2XIT2ZVP)IMM(CHARMM).

Basandonos en la exploracion del mecanismo calculada a travées de RC, y a nivel
QM(BP86'%2 5424246/ T7\/p?*8)/MM(CHARMM), se  seleccionaron varias  estructuras
intermedias que se minimizaron en busqueda del intermedio IP. En los casos en que las
estructuras minimizadas conservaron sus caracteristicas de intermedio (muchas colapsan a
reactivo o producto), se continué el estudio del mecanismo utilizando el IP como punto de
partida para ir hacia reactivo y producto. La RC utilizada para ir hacia reactivo se define de
la siguiente manera, RCg = [d(O4c1ca-C1sienac) — d(Op-C1aienac)], mientras que la RC para
guiar el sistema a productos es, RCag = [d(Op-C151cnac) — A(O46ica-C 161cnac) — d(HO461:4-Op)].
A pesar de que RC,s contiene la misma combinacion de distancias que RC,, se denotan
con un subindice distinto para indicar que ambas RC se inician desde configuraciones
diferentes del sistema. En cada uno de los caminos obtenidos se buscaron estados de
transicion y se calcularon los modos normales de vibracion.

6.24.2 Mecanismo de Ataque del Asp246

De la misma manera que para el mecanismo de ataque frontal, las primeras exploraciones
utilizaron el método QM(BP86/SVP**), pero después todos los célculos se repiten al nivel
QM(BP86/TZVP) y éstos son los resultados que se describiran mas adelante en este
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capitulo. Para llevar a cabo esta exploracion se utilizaron dos coordenadas de reaccion
diferentes; en un principio se us6 una RC triple RCpa = [d(Op-CTginac) — d(OD1aspras-
C1sicnac) — d(HO461:4-Op)], que luego se compard con los resultados que da una RC doble
RCp = [d(Op-C1aienac) — A(OD1asp246-C 161enac)], €NCONtrandose que la RCp es suficiente para
el proceso que se intenta simular. Esto tiene que ver principalmente con el hecho de
HO4¢.a esta orientado hacia Op (a diferencia de lo observado en EXTL2-GalNAc), ademas
de que en este mecanismo UDP no actuara como base catalitica deprotonando a GIcA'y por
ende, ya no es necesario definirlo en la RC. En este caso, también se bus caron intermedios
(IP) que se usaron como puntos de partida para ir hacia CGE, pero estas exploraciones
adicionales dieron los mismos resultados que al utilizar RCp. También se intentaron
localizar estados de transicibn usando varias estructuras asociadas al proceso de
disociacion UDP-GIcNAc y al ataque de Asp246; las estructuras obtenidas se usaron para
calcular los modos normales de vibracion. Finalmente, en la seccion de resultados se
informan los datos obtenidos a partir de la RCp.

Los calculos QWMM fueron hechos con el programa modular ChemShell, "®"-2*°

los capitulos anteriores.

igual que en

6.2.5 Calculo de Contribuciones Electrostaticas, Cargas Naturales e
Interacciones de Orbitales Naturales

Estos célculos se llevan a cabo a nivel QM(M05-2X"**/TZVP)/MM/QM(BP86/TZVP)/MM en
cada uno de los puntos estacionarios de los 3 perfiles de reaccion finalmente considerados .
Los calculos electrostaticos y los de cargas y orbitales de enlace naturales, se llevaron a
cabo de igual manera que lo descrito anteriormente.

6.2.6 Mutantes in silico

Las coordenadas iniciales en base a las cuales se construyeron las enzimas mutantes
corresponden a las del complejo de Michaelis R-495 (ver Resultados). Para generar las 4
mutantes: Asp246Ala, Asp246Glu, Arg293Ala y Asp246Ala/Arg293Ala, se utilizd el plugin
Mutator del programa VMD.?*°

6.2.7 Simulacion de Umbrella Samplig

Simulaciones de MD empleando la técnica de Umbrella Sampling (US) y el nivel QM(SCC-
DFTB"%""®)/MM(CHARMM), se llevaron a cabo de modo analogo al descrito en el capitulo
anterior. En este caso, se obtuvieron 61 estructuras (ventanas) a partir del camino de
reaccién explorado en pasos de 0.1 A. Aqui, en cada ventana el tiempo de equilibracion fue
de 10 ps, seguido de una MD de produccién de 50 ps, partir de la cual se realizé el
muestreo para el calculo del PMF. Finalmente, para calcular el PMF se utilizé el método
Umbrella Integration (Ul).
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6.3 Resultados y Discusioén

Esta seccion se inicia con la descripcion de los residuos involucrados en las interacciones
de los sustratos (residuos de interaccion). EI modo de interaccionar entre sustratos y
proteina es basicamente el mismo que el encontrado para EXTL2-GalNAc, pero con
algunas pequenas diferencias que se comentaran a continuacion.

»

HN2 O1p

-
-

/ S ; Phe290
Arg293 ’

Figura 73. Representacion del sustrato aceptor GlcAB1-3Gal (barras), indicando con lineas discontinuas grises
todas las interacciones en las que éste participa. Los residuos se dibujan en lineas (carbonos amarillos), al igual

que la parte del sustrato dador que interacciona con GIcA.

El modo de interaccion del sustrato aceptor es muy similar al ya descrito para EXTL2-
GalNAc; la Phe290 ocupa un espacio muy cercano a la Tyr193 y el GIcA; la Tyr193 y la
Arg181 interaccionan con COO’ga a través del O6Ay a la vez, Arg181 también interacciona
con O5 de GIcA. La Arg293 esta a distancia de interaccion del grupo COO gica,
posicionandose a < 4 A del O6B y ademas, interacciona con el O5¢gcnac. Las interacciones
inter-sustratos resultan ser ligeramente distintas, observandose que HO4g.s Se orienta
hacia Op y que HN2'gcnac interacciona con O1[.
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Figura 74. Se representa el sustrato dador UDP-GIcNAc y sus residuos de unién2a través de: barras (carbonos
grises) y lineas (carbonos amarillos), respectivamente. Para representar el Mg** ylas moléculas de agua de

coordinacion se utilizan esferas.

Como puede observarse en la Figura 74, el grupo UDP forma varias interacciones con
residuos neutros y cargados. Los residuos que interaccionan con el uracilo son: Asn101,
GIn72 y Asp152, exactamente lo mismo que se encontré para EXTL2-GalNAc. En el caso
de UDP, se observan algunas diferencias relacionadas con la Met283 y la Wgo4; €n este
complejo (EXTL2-GIcNAc), la Met283 interacciona con O2a y no con O3a, lo que puede
tener relacion con el hecho de que la Tyr280 aparece mas alejada del UDP y ya no
interacciona con O2a, a diferencia de lo que se encontr6 en EXTL2-GalNAc. Ambos
residuos, Tyr280 y Met283, pertenecen al lazo que no tiene coordenadas en los complejos
binarios 1ON6 y 10MZ, por lo que no parece extrafio que aparezcan sutiles variaciones en
sus posiciones. Sin embargo, a pesar de que la Tyr280 ya no interacciona con O2aq, la
Met283 se desplaza ligeramente para llenar esa interaccién, de modo que a nivel catalitico
no se observan consecuencias. En el caso de W4, ésta aparece interaccionando sélo con
028 y no con O2a. Nuevamente, modelizar esta interaccién requiri6 de estudios de
reactividad pues en los complejos de Michaelis obtenidos de las MD MM, esta interaccion
nunca fue observada.

Otra de las diferencias encontradas con respecto al modelo EXTL2-GalNAc, tiene que ver
con el grupo NAc de GIcNAc. En la Figura 74 se puede ver que HN2' apunta hacia O1 y no
hacia el sustrato aceptor. Es dificil encontrar la explicacion de este suave cambio en el
patron de interacciones, aunque se puede adelantar que HN2'genac Y O3ciea €stan lo
suficientemente cerca como para recuperar su interaccion durante la reaccion de
transferencia. En cualquier caso, la Gly215 sigue interaccionando con O7‘gcnac al igual que
Val179 y Leu213 lo hacen con el grupo NAc.
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En cuanto al fragmento Glc, el Asp151 interacciona con HO3gnac; la Arg135 interacciona
con O3genac Y con Asp245; el Asp245 interacciona con HO4/HOG6 de la Glucosa. En este
caso, el modo de interaccién es igual al encontrado en EXTL2-GalNAc. Cabe recordar (ver
subapartado 1.3.3.2 y el capitulo de EXTL2-GalNAc, después de la Figura 57), que Asp245,
Arg135 y las interacciones que éstos pueden formar corresponden a las pocas
caracteristicas estructurales conservadas en la cara B de las GTs-ret (GT-A).* En las
discusiones que se haran mas adelante en esta seccion, se analizaran las implicancias de
los residuos que se ubican esta regidon no conservada de la cara 8 de GIcNAc. Como ya se
ha comentado previamente, en EXTL2 se han identificado dos residuos en esta cara f3; uno
de ellos es la Arg293, que puede establecer interacciones con O5¢cnac ( 3.0 A en cada
monomero de 10NG), y con el grupo carboxilato de GICA (NH2ag203-O6Bgica 3.3 A en
ambos mondémeros de 10N8). Por ultimo, la Arg293 también interacciona con el Asp246,
ambos con sus cadenas laterales dispuestas en planos perpendiculares tanto en 1ON6 y
10ON8. Por otra parte, el Asp246 no interacciona con ningun grupo hidroxilo del azucar pero
si establece interacciones con Arg293. En 10NG6, el Asp246 se encuentra a una distancia de
5.10 A del Clgenac; 5.13 A + 0.45 A en la MD de produccion y 449 A + 0.06 A en las
estructuras de reactivos minimizadas a nivel QM/MM. Dado que el Asp246 se encuentra un
poco mas cerca de C1gicnac, Y teniendo en cuenta los resultados de EXTL2-GalNAc, también
se explorara el ataque del Asp246.

Respecto a la Arg293, los resultados de la MD muestran que ésta se encuentra a una
distancia promedio de 3.98 A + 0.26 A del Clgena ¥ 3.35 A + 0.22 A del O5gienac,
respectivamente. En los reactivos, las distancias promedio con respecto al C1genac Y €l
O5gienac SON 3.83 A + 0.04 Ay 3.24 A +0.06 A respectivamente, valores ligeramente mas
pequefios que los encontrados en la MD pero también un poco mas grandes que los
observados en el complejo binario 1ON6 (cadena A), que son 3.20 A y 3.00 A para el
Claienac Y €l O5gienac, respectivamente. Aunque desde la perspectiva de las interacciones de
GIcA la presencia de la Arg293 es comprensible, desde el punto de vista mecanistico sigue
resultando intrigante tener un residuo con carga neta positiva ubicado a poco menos de 4 A
del centro anomérico. El Asp246 y la Arg293 son residuos esencialmente conservados
dentro de la familia GT64,?®° por lo que uno de los objetivos de este trabajo es averiguar si
existe un rol mecanistico para Arg293 y por otro lado, profundizar en las caracteristicas de
la catalisis asistida por nucledfilo que encontramos para el Asp246. Para lograr esto, se
llevaron a cabo varios experimentos computacionales en los que se disefiaron los mutantes
Asp246Ala, Asp246Glu, Arg293Ala y el doble mutante Asp246Ala/Arg293Ala, los cuales se
estudiaron combinando simulaciones clasicas y QWMM.
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6.3.1 Mecanismo de Ataque Frontal

Como se ha explicado en el apartado 6.2.3.2, seis estructuras del complejo E:S se
seleccionaron para los estudios de reactividad, las cuales estan en acuerdo con las barreras
de energia potencial que suelen mostrar las GTs-ret. Como son exploraciones iniciales del
mecanismo, no se han buscado estados de transicidén, sin embargo son utiles para
reconocer las interacciones que mas impacto tienen sobre la barrera energética de los
procesos de ruptura UDP-GIcNAc y formacién de las especie UDP----OC (OC, como antes,
indica oxocarbenio), asi como del ataque nucleofilico de GICA.

Tabla 14. Resumen de las exploraciones de energia potencial (kcal/mol) a partir de un subconjunto de reactivos
minimizados a nivel QVW(BP86/TZVP)/MM(CHARMM). Se indican las energias relativas correspondientes a: los
puntos de energia mas altos del camino de reaccién (AE*), estructura no optimizada; energias de reaccién (AE),
las estructuras de productos han sido optimizadas. El color con en el que se escribe cada modelo o reactivo se
correlaciona con las figuras que se representan mas adelante.

QM(BPS6/TZVP) QM(MO05-2X/TZVP//BP86ITZVP)
Reactivo AE? AE AE* AE
R-175 6.64 -13.79 13.23 -14.39
R-208 18.60 -18.86 25.18 -18.12
R-488 18.20 9.15 24.90 9.12
R-495 11.77 -2.52 17.48 -3.78
R-350 18.52 2.72 23.78 5.14
R-609 21.85 9.67 30.15 11.02

Los valores de energia son diversos y esto se debe a sutiles variaciones en las
interacciones inter-sustratos y enzima-sustratos. Tales diferencias nos han permitido
identificar un conjunto de interacciones éptimas en el complejo de Michaelis que coinciden
con las encontradas en el primer estudio de esta enzima. Entre tales interacciones destacan
por ejemplo, las que se establecen entre los sustratos como: HN2'gicnac-O3aica, O1B-HOS3gica
y Op-HO4g:a. En cuanto a las interacciones enzima-sustratos se tienen: HHqy193-O6Agica,
NE/NH2ag203-O6Bgica, OD1/0D2psp246-C1aionac Y Weoa-O2.
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reaccién se usaron para buscar IPs. La elecciéon de estructuras de partida para buscar el IP
se basa en un criterio geométrico en el que la distancia C1genac-Op = 2.9 A. Esto se debe a
que los perfiles obtenidos son bastante planos (Figura 76: R-175, R-495 y R-350), o
muestran un aumento continuo de energia (Figura 76: R-488), lo cual no permite
seleccionar una estructura que energéticamente indique la existencia de un minimo
intermedio. Los IPs obtenidos se utilizaron como puntos de partida para ir hacia reactivos y
productos, a través de las coordenadas de reaccion RCg y RCag, respectivamente. Asi, se
consigue un nuevo conjunto de caminos refinados, aunque R-208 se descart6 debido a que
no se consiguidé suavizar el cambio abrupto de energia que ocurre a consecuencia del
cambio en el valor de y. Ademas, R-488 también se descarta ya que la barrera de energia
para el ataque nucleofilico es de practicamente 25.0 kcal/mol.

Cabe mencionar que si se calcula un promedio tipo Boltzmann de las barreras calculadas
(ecuacioén 4.1), suponiendo una equiprobabilidad de los complejos, el valor obtenido es de
14.4 kcal/mol. En un estudio en el que calculaban las barreras para 40 complejos E:S de la
proteasa de HIV-1 seleccionados de un total de 80ns de MD, Ribeiro et al”®” comentaban
que la reaccion debia tener lugar desde las conformaciones transitorias asociadas a
barreras bajas (en su estudio calcularon barreras entre 14.5 y 51.3 kcal/mol, dando un
promedio de 16.5 kcal/mol). De este modo, parece adecuado centrarse en el estudio
detallado de aquellos procesos reactivos que dominan el valor promedio de la barrera,
aunque también mantenemos el reactivo R-350 para el analisis. En su estudio, dos de los
factores identificados que modulaban las barreras eran una conformacion de un puente de
hidrégeno en el centro activo y las interacciones electrostaticas —nistantaneas” con el
entorno MM (mas lejano). Aunque aqui no se ha evaluado especificamente para estas
estructuras el efecto del entorno global en las barreras, en el estudio de GalNAc se observo
que las variaciones descritas de las interacciones en el centro activo eran suficientes para
explicar las diferencias observadas en las barreras. Y aqui, por lo comentado en este
apartado, parece reproducirse de nuevo esta observacion. A continuacion se muestran los
reactivos finales para las tres configuraciones seleccionadas siguiendo la coordenada RCs.
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N
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Figura 78. Representacion de barras y esferas para las estructuras de los 3 reactivos obtenid os mediante la
RCg. En cada una de estos se sefialan varias distancias importantes, las cuales pueden ser examinadas con
mas detalle enlas tablas.Los carbonos de los sustratos se dibujan en color rosa ylos del resto de los residuos
en color celeste. Ademas, en R-495 se sefialan los identificadores de varios residuos pero en las siguientes
imagenes no se sefalaran para privilegiar la claridad de los valores de distancias.
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Las siguientes tablas resumen toda la informacion estructural y electronica de cada uno de
los puntos estacionarios localizados en los caminos de reaccion para R-495, R-175, R-350.

La localizacion de las especies denominada OC, al igual que el IP, se realiza en base a un
criterio de geométrico. Por ejemplo: las estructuras del camino de reaccion escogidas para
buscar el TS1 tienen distancias C1genac-Op que estan dentro del rango 2.0-2.6 A, y las que
se escogen para buscar el TS2 tienen distancias C1gicnac-O4aica que caen dentro del rango
2.0-2.4 A. Como ya paso en el estudio de EXTL2:GalNAc, la caracterizacion de estos
puntos estacionarios en esta zona de alta energia resulta muy complicada, por lo que no
siempre se consigue el andlisis de segundas derivadas esperado. De todas formas,
independientemente de los detalles concretos, parece evidente que la reaccién procede por
una zona de alta energia correspondiente a un conjunto de estructuras con caracter
oxocarbenio (OC).

A continuacién, se compara y discute la informaciéon resumida en las Tablas 15, 16 y 17,
haciendo énfasis en los siguientes puntos:

1. El caracter disociativo del mecanismo, medido a través de la distancia C1gcnac-Op €N
la especie OC2-495, OC3-175 y OC3-350.

2. Elvalor de g en las especies UDP----OC, o sea, en las estructuras que se denotan
como OC e IP.

3. Una tendencia cualitativa de la fuerza de la interaccion electrostatica Arg293-COO"
aclea, Dasandonos en las distancias que separan a estos grupos.

4. Analogamente, a partir de la distancia OD1asp246-C1cicnac S€ busca una tendencia
cualitativa de la estabilizacion que puede brindar Asp246 a la especie UDP----OC.
Por ultimo, se discute acerca de su efecto en el distanciamiento de UDP vy
acercamiento de GIcA durante el camino de reaccion.
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Tabla 15. Informacion estructural y electrénica para el mecanismo de ataque frontal explorado a partir del IP-
495. Se utiliza la RCg para ir hacia Reactivos y la RCag para ir hacia Productos. Las geometrias se han
optimizado al nivel de teoria BP86/TZVP para la region QM, las barreras de energia ylas cargas atomicas se
han calculado con el nivel M05-2X/TZVP. Las unidades de los parametros geométricos, energias (AE) y cargas
naturales (q) corresponden a Ao grados (°), kcal/mol y u.a, respectivamente.

R-495 0C1-495 IP-495 0C2-495 P-495
d(C16icnac-Op) 1.52 2.56 3.25 3.38 3.48
d(C1cienac-O4cica) 3.45 3.1 249 211 1.52
d(OD1p246-C1 GicNAc) 4.62 3.59 3.38 3.37 3.98
d(C1aienac-O5aienAc) 1.38 1.27 1.28 1.29 1.39

Yy -102.2 -122.8 -128.0 -125.5 -132.9
d(HO4aica-Op) 1.92 1.66 156 139 1.01
d(HO4cica-O4cica) 0.98 1.01 1.03 1.09 1.69
d(WAT604-0O2Bupp) 2.01 1.94 1.77 1.76 1.82
d(HN2 Gienac-O1BaicNAc) 2.32 3.15 3.45 3.63 3.86
d(HN2 Gienac-O3aica) 292 245 2.20 2.05 2.00
d(O1BeioNAc-HO3cicA) 1.71 1.55 1.53 1.57 1.75
d(NH1Rr203-O6cicNAc) 3.29 3.03 2.96 293 2.86
d(NH1Rr293-C1 Gicnac) 3.89 3.72 3.68 3.73 4.05
d(NH1Rr293-O5aicNAc) 3.23 3.03 299 2.98 3.09
d(HH22Rr293- OD2p246) 1.65 1.67 1.66 1.66 1.68
d(HH12Rr203- OD1p246) 1.78 1.83 1.83 1.82 1.80
d(NERr293-O6Bgica) 3.90 3.83 3.70 3.55 3.29
d(NH2Rr293-O6Bgica) 3.80 3.55 3.41 3.32 3.30
d(HH21Rr203-OHy1g3) 2.03 1.99 1.98 1.98 1.97
d(HHv193-O6Aaica) 1.88 1.84 1.81 1.78 1.76
d(HHy193-O6Bgica) 2.41 2.35 2.34 2.37 244
d(HER181-OBAGica) 1.73 1.73 1.74 1.73 173
d(HH21r181-O5acica) 1.66 1.66 1.68 1.69 1.71
Aq(C1+H1+05)aionm 0.00 037 036 0.29 20.02

¢,8° 2251,159 | 231.8,36.6 | 235.2,456 | 236.5,41.8 | 229.7,28.7

AE 0.00 15.84 16.58 14.03 -3.46
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Tabla 16. Datos electronicos y estructurales para el mecanismo de ataque frontal explorado a partir del IP-175
(se utiliza la RCg parair hacia Reactivos y la RCag parair hacia Productos). Las geometrias se han optimizado al
nivel de teoria QM(BP86/TZVP), las barreras de energia y las cargas atdmicas se han calculado con el nivel
QM(M05-2X/TZVP). Las distancias estan en A, el diedro en grados, las energias (AE) en kcal/mol ylas cargas
naturales (q) en u.a.

R-175 0C1-175 0C2-175 IP-175 0C3-175 P-175

d(C1cicnac-Op) 1.54 214 235 2.99 3.55 3.56
d(C1cicnac-O4cica) 3.29 3.25 3.26 3.04 217 1.50
d(OD1p246-C1 GicnAc) 443 3.80 3.63 3.30 3.08 3.63
d(C1cicNac-O5aicNac) 1.37 1.29 1.28 1.27 1.29 1.40

Yy -101.0 -109.1 -115.1 -125.4 -118.6 -119.6
d(HO4cica-Op) 1.86 1.65 1.63 1.60 143 1.01
d(HO4¢ica-O4cica) 0.98 1.00 1.01 1.02 1.08 1.69
d(WAT604-0O2Bupp) 1.99 1.93 1.88 1.79 1.74 1.81
d(HN2cienac-O1Bupp) 2.33 3.04 3.19 347 3.76 3.98
d(HN2'GieNAc-O3aica) 2.71 214 2.1 2.07 219 214
d(O1Buppr-HO3gica) 1.72 1.57 1.57 1.54 1.60 1.78
d(NH1Rr293-O6cicNAc) 3.10 3.12 3.09 3.02 2.96 2.80
d(NH1Rr293-C1 cicnac) 3.80 3.58 3.55 3.48 3.52 3.87
d(NH1R293-O5aicNAc) 3.10 3.00 2.98 297 290 299
d(HH12Rr293- OD1p246) 1.84 1.85 1.87 1.91 1.90 1.83
d(HH22Rr203- OD2p245) 1.66 1.73 1.74 1.73 1.71 1.70
d(NER293-O6Bgica) 3.39 3.14 3.14 3.16 2.99 2.94
d(NH2R293-O6Bgica) 3.71 3.25 3.25 3.16 3.14 3.14
d(HH21Rr203-OHy193) 1.89 1.96 1.95 1.96 1.93 1.91
d(HHy193-O6Bgica) 1.77 222 2.23 2.23 2.30 1.91
d(HHv193-O6Agica) 2.51 1.84 1.82 1.80 1.77 1.74
d(HER181-O6Acica) 1.71 1.71 1.71 1.72 1.73 1.74
d(HH21r181-O5aica) 1.79 1.73 1.73 1.73 1.76 1.75
q(CT+H1+05)aronac 0.00 0.31 0.35 0.36 0.31 20.03

¢,0° 233.6,18.5 | 222.8,29.1 | 224.1,32.6 | 226.6,43.5 | 233.7,44.8 | 227.5,29.6
AE 0.00 12.48 12.99 12.88 6.14 -15.52
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Tabla 17. Informacion estructural y electronica para el mecanismo de ataque frontal explorado a partir del IP-350
(la RCg conduce hasta Reactivos y la RCag hasta Productos). Al igual que antes, las geometrias se han
optimizado con el método QM(BP86/TZ\V/P), y las barreras de energia ylas cargas atomicas se han calculado

con el método QM(M05-2X/TZVP). Las unidades de os

R-350 0C1-350 0C2-350 IP-350 0C3-350 P-350
d(C16icnac-Or) 1.49 2.28 241 3.28 3.34 3.49
d(C1cicnac-O4cica) 3.35 3.03 3.04 2.52 2.02 1.51
d(OD2p246-C1 GicNAc) 4.39 3.60 3.54 3.18 3.46 4.01
d(C1aienac-O5aienac) 1.38 1.28 1.28 1.27 1.30 1.39

Y -3.3 -102.9 -105.6 -124.5 -125.6 -131.5
d(HO4aica-O1upp) 2.00 1.79 1.80 1.62 1.38 1.01
d(HO4cica-O4cicn) 0.98 1.00 1.00 1.02 1.10 1.66
d(WAT604-0O2Buypr) 3.76 1.88 1.86 1.73 1.73 1.76
d(HN2 cienac-O1Baienac) 3.50 3.27 3.30 361 3.73 3.97
d(HN2 cienac-O3cica) 224 1.85 1.85 1.79 1.79 1.83
d(O1Baionac-HO3i0n) 1.78 155 155 153 157 177
d(NH1Rr293-O6 GieNac) 3.20 3.08 3.09 2.95 2.86 2.80
d(NH1Rr293-C1 cicnac) 3.84 3.66 3.64 3.62 3.76 4.02
d(NH1Rr293-0O5cicnac) 3.31 3.01 2,99 295 2.96 3.04
d(HH12Rr293- OD2p246) 1.78 1.83 1.84 1.85 1.83 1.80
d(HH22Rr203- OD1p245) 1.62 1.62 1.62 1.64 1.64 1.65
d(NERr293-O6Bgica) 442 4.28 4.32 3.93 3.80 3.67
d(NH2Rr293-O6Bgica) 449 4.28 4.31 3.92 3.78 3.67
d(HH21Rr203-OHy1g3) 2.00 1.95 1.95 1.94 1.94 1.96
d(HHy193-O6Aaica) 3.28 3.18 3.20 2.86 270 2.56
d(HHy193-O6Bgica) 1.73 1.71 1.72 1.74 1.80 1.86
d(HER181-O6Aaica) 1.70 1.70 1.70 1.70 1.72 1.73
d(HH21r181-O5aica) 1.75 1.73 1.73 1.71 1.71 1.71
q(C1+H1+05)acicNAc 0.00 0.36 0.38 0.37 0.25 -0.01

®,0 189.2,25.0 | 222.0,30.8 | 223.1,33.3 | 233.7,46.5 | 235.1,39.4 | 229.0, 26.6

AE 0.00 19.81 20.47 21.41 22.42 5.67
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Figura 79. Representacion de barras y esferas para las estructuras del IP, 0C2-495, OC3-175 y OC3-350. En
cada una de ellas se sefialan varias distancias importantes en A las cuales pueden ser examinadas con mas
detalle en las Tablas 15,16 y17. Los carbonos de los sustratos se dibujan en color rosa ylos del resto de los
residuos en color celeste. No se han incluido los identificadores de cada residuo pues esto fue pre viamente
indicado en la Figura 78.
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El mecanismo mas disociado se obtiene a partir de R-175, cuyo OC3 muestra la distancia
Op-Claienac Mas larga (3.55 A). Contrariamente, el IP-175 muestra la distancia Op-C1genac
mas corta entre los IPs (2.99 A). Estos IPs tienen energias muy similares a las encontradas
para las especies UDP----OC previas a éste (especies OC en las tablas), pero mayor
energia que las especies OC posteriores al IP, con la excepcion del OC3-350.

El valor promedio de g en las especies UDP----OC de R-495, R-350 y R-175 es -125.4° +
1.8°% -114.7° £ 10.4° y -117.1° £ 5.0°, respectivamente. Los valores que mas se desvian de
su media se obtienen a partir de R-350, y también son las especies UDP----OC con las
energias relativas mas altas. Esto puede ser una consecuencia de la conformacion inicial de
UDP-GIcNAc, en la que y tiene un valor muy pequeio (-3.3°), lejano al que tendra que
alcanzar en las especies oxocarbenio. Es altamente probable que las conformaciones con
valores absolutos pequefios (< |50/°) de @ sean las mas estables, ya que son las mas
muestreadas en las dinamicas moleculares (o el campo de fuerzas asi lo da). A nivel
QM(DFT)/MM, tales conformaciones continuan siendo las mas estables, sin embargo es
posible obtener valores de y que se aproximen a los -100° los cuales resultan aun mas
accesibles cuando se simula el mecanismo de reaccion y se generan las especies UDP----
OC.

La interaccion electrostatica que es capaz de establecer Arg293 con COO g ca €S un punto
importante pues modula los movimientos del grupo carboxilato y por consiguiente, del
hidroxilo nucleofilico. La revision de las estructuras cristalograficas 1OMZ y 1ON6 (UDP-
GalNAc y UDP-GIcNAc, respectivamente), muestran que Arg293 (NH1) es capaz de
posicionarse a 3.73 A y 3.23 A del Clganac Y Claienas, respectivamente. De hecho, en
nuestros reactivos esta distancia tiene valores similares que caen dentro del rango 3.80-
3.89 A Por otra parte, las distancias cristalograficas en 1ON8 para las parejas de atomos
NEarg203-06Bgica Y NH2a4005-O6Bgica son de 3.07 Ay 3.30 A, respectivamente (en 1ON8 no
hay azucar). Estos son valores mas pequefios que los observados en los reactivos QWMM
pero que se parecen bastante a los que se obtienen en los productos QM/MM. Tales
distancias menores a 5 A, indican que los residuos estan bien ubicados para interaccionar
electrostaticamente, mas aun considerando que ambos grupos tienen una carga neta
opuesta.

En cuanto a la distancia OD1asp246-C1aienac (OD2 en R-350), su andlisis se aborda desde
dos perspectivas: la primera tiene relacion con el hecho de que el Asp246 tiene una carga
neta negativa y por consiguiente, tiene la habilidad intrinseca de estabilizar el oxocarbenio
(OC) que se forma durante el mecanismo. La segunda se asocia al llamado “nucleophilic
push” ** o “empujén nucleofilico”, en el cual se sugiere que el residuo nucleofilico que se
ubica en la cara B de aquellas GTs-ret que lo poseen, puede facilitar la salida de UDP
debilitando el enlace C1-Op. Como ya se sabe, todas las GTs-ret con excepcion de los
miembros de la familia GT6, no poseen un nucledfilo bien posicionado en la cara (3 del
azucar para el ataque, y EXTL2 podria verse como un caso intermedio. En todos los
reactivos, el Asp246 esta a mas de 4 A del carbono anomérico interaccionando fuertemente
con Arg293, y segun es posible apreciar en la Figura 78, sélo en el R-175 el Asp246 orienta
uno de sus oxigenos hacia el carbono anomérico, sin embargo no se encuentra mas cerca
de éste que el Asp246 en R-350.

Al seguir la distancia OD1asp246-C1aicnac @ 0 largo del mecanismo, se observa que el valor
mas pequefio se alcanza en el OC3-175 (3.08 A), que es precisamente la estructura en la
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que la distancia Op-C1gienac alcanza su valor mas largo (3.55 A). Al pasar de IP-495 a OC2-
495, el Asp246 se mantiene a una distancia relativa de GIcNAc bastante similar y O se ha
distanciado sélo un poco mas. Resulta curioso que a pesar de que en el IP-350 la distancia
OD2psp246-C 1aienac @lcanza uno de los valores mas pequerios (3.18 A), es también la especie
UDP----OC para la que se obtiene una barrera mas alta. Los mayores valores de energia
que se obtienen para R-495 y R-350 podrian entenderse por la tension estérica adicional
que experimentan estos sistemas al no poder catalizar un mecanismo igual de disociado
que R-175. (Figura 79) Tanto en el OC2-495 como en el OC3-350, la distancia Op-C1ganac
no se alarga mucho mas alla del valor visto en los respectivos IPs, y dado que el GIcA ya
esta bastante cerca del carbono anomérico en esta etapa del mecanismo, las tensiones
estéricas podrian subir la energia de los intermedios y las barreras de esta reaccion. El
grado de disociacion del mecanismo podria verse afectado por el empujon nucleofilico pues
si el Asp246 se acerca lo suficiente rapido, podria forzar a UDP a alejarse rapidamente y asi
GIcA se podra acercar sin un coste energético elevado (IP-175 — OC2-175). Estas
distancias también estan fuertemente determinadas por el movimiento de C1gcnac, que al
alejarse de UDP por el cambio de conformacion del anillo se acerca a Asp246, y al mismo
tiempo puede quedar mas descubierto para el ataque de GICA.

De este modo, los sutiles detalles apuntan a que Asp246 facilita un mecanismo altamente
disociado no sdlo estabilizando la carga de OC, sino que empujando mas lejos el UDP para
permitir una entrada relajada del sustrato aceptor. Entonces, ¢ El Asp246 puede atacar para
formar el intermedio covalente CGE? R-495 y R-175 indican que no es necesario pues una
vez que se ha creado el espacio para GIcA, éste atacara por la cara a del azucar.
Adicionalmente, el caso de R-350 muestra que si el Asp246 se ha aproximado mas de lo
necesario a C1gienac, €ste tendra que alejarse en orden a facilitar la entrada de GICA.
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20.0+
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10.01 oc2 IP
5.0l ot
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Energia Relativa [kcal/mol]
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Figura 80. Perfiles de energia a nivel QM(M05-2X/TZVP)/MM/QM(BP86/TZVP)/MM para cada uno de los
caminos de reaccidon obtenidos a partir de: R-495 en color verde, R-175 en color naranja y R-350 en color
celeste. También se indican las energias de algunas de las especies intermedias a lo largo del camino de

reaccion.
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Los residuos que mas estabilizan a las especies UDP----OC a lo largo del mecanismo de
reaccion a partir de R-495 son: el Asp245, el Asp246 y la Arg76. Los dos primeros mejoran
sus interacciones con el azucar y el ultimo interacciona favorablemente con el UDP a lo
largo del mecanismo de reaccion (Figura 82).
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Figura 82. Contribucion electrostatica (o interaccion electrostatica) de diferentes residuos que interaccionan
directamente con los sustratos o con parte de la esfera de coordinacién del Mg # Los valores se calculan a nivel
QM(MO5-2X/TZVP)/MW/QM(BP86/TZVP)/MM para cada una de las especies caracterizadas en el mecanismo
de reaccion explorado a partir de R-495, utilizando como referencia energética el valor de la interaccion
electrostatica en el reactivo.

Por otra parte, la Arg181 que interacciona fuertemente con GIcA deteriora sus interacciones
durante la reaccién, lo cual podria ser consecuencia del ligero distanciamiento con respecto
a GIcA que sucede a lo largo del camino de reaccion. Interaccionando con GIcNAc se tiene
a la Arg135 y la Arg293, las que empeoran sus interacciones durante el mecanismo de
reaccion a causa del desarrollo de carga parcial positiva que experimenta el azucar. Esto es
mas marcado con la Arg293, ya que se ubica a menos de 4 A del Clgenac ya 3 A del
O5¢icnac- Es importante mencionar que esto no quiere decir que las interacciones entre
estos residuos y los sustratos sean intrinsecamente malas, ya que en el reactivo
contribuyen favorablemente a la energia de union, sin embargo esto se ve afectado
desfavorablemente al producirse la reaccion. Por ultimo, se estima la contribucion
electrostatica conjunta de Asp246+Arg293, la cual resulta relativamente pequefa a lo largo
del mecanismo de reaccion aunque mostrando una ligera tendencia a favorecer las
interacciones en OC2.
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Figura 83. |Interacciones electrostaticas de diferentes residuos calculadas a nivel QM(MO5-
2XITZVP)IMM//QM(BP86/TZVP)/MM para cada una de las especies caracterizadas a lo largo del camino de
reaccion explorado a partir de R-175.

En el caso de R-175, los residuos cuyas interacciones se ven mas favorecidas a lo largo de
la reaccion corresponden a Arg76, Asp245 y Asp246, aunque a diferencia de lo observado
con R-495, el Asp245 consigue estabilizar casi con el doble de eficacia de lo que hace en R-
495 (Figura 82, IP y OC2). Por otra parte, la Arg135, Arg181 y la Arg293 son los residuos
cuyas interacciones se ven mas deterioradas a lo largo de la reaccion de transferencia. De
hecho, la Arg135 deteriora sus interacciones notablemente pero es posible que Asp245
compense tal desestabilizacion (menos en el producto). Finalmente, la contribucion conjunta
Asp246+Arg293 resulta ser bastante reducida con una leve tendencia a la desestabilizacién
que se hace practicamente nula en OC3. En este sentido, el Asp246 menguaria
significativamente la desestabilizacion debida a Arg293.
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Figura 84. Contribuciones electrostaticas de diferentes residuos calculadas a nivel QM(MO5-
2XITZVP)IMM//QM(BP86/TZVP)/MM para cada una de las especies caracterizadas en el mecanismo de
reaccion explorado a partir de R-350.

Al igual que ocurre con R-495 y R-175, los residuos cuyas interacciones se ven mas
favorecidas a lo largo de la reaccién corresponden a Arg76, Asp245 y Asp246, y los que
mas deterioran sus interacciones son Arg135, Arg181 y Arg293. En este caso se observa
que las contribuciones son mas extremas pues la Arg293 llega casi a las 15 kcal/mol en
OC2, pero la Arg76 alcanza una contribucion de casi 20 kcal/mol en esa misma especie. De
este modo, parece existir una compensacion entre contribuciones favorables vy
desfavorables. Nuevamente, la contribucidon conjunta Asp246+Arg293 resulta ser bastante
reducida con una leve tendencia a las desestabilizacion que es practicamente nula en el IP.

Estos analisis permiten identificar la importancia de la estabilizacién que la proteina puede
brindar a los grupos reaccionantes, por ejemplo; el desarrollo de carga negativa en el UDP
durante la reaccién, provoca que su interacciéon con Arg76 mejore sustancialmente;
igualmente, el desarrollo de carga positiva en el GIcNAc durante la reaccién, hace que las
interacciones con Asp245 y Asp246 se hagan mas favorables. La contribucién conjunta
Asp246+Arg293 sugiere que el Asp246 es capaz de compensar la desfavorable
caracteristica de tener una arginina en la cara 3 del azucar. Es curioso que en nuestro
analisis de la Arg293, no se observe el efecto favorable que deberia causar la interaccion
Arg293-COO g ca durante la formacion de las especies UDP----OC, aunque cuando se forma
el producto si aparece una contribucién favorable que corresponde precisamente a cuando
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estos grupos estan mas cerca. De esta manera, se podria inferir que el efecto de la Arg293
esta relacionado con la estabilidad relativa reactivo-producto.

6.3.1.2 Simulacién de Umbrella Sampling

Como ya se ha visto previamente, el método SCC-DFTB tiende a sobreestimar
considerablemente las barreras de energia potencial de este tipo de reacciones, 39.48
kcal/mol para R-175 y 41.20 kcal/mol para R-495. Sin embargo, al tratarse de un método
semiempirico es posible calcular perfiles de energia a través de la técnica de US, los cuales
estarian limitados en tiempo y recursos computacionales en caso de mantener el método
DFT para la descripcién de la particion QM.
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Figura 85. Perfil de energia libre (azul) y perfil de energia potencial (negro) a nivel QM(SCC-
DFTB)MM(CHARMM). Se utilizd la coordenada de reaccion RCa = [d(Op-C1aicnac) — d(O4ciea-C1aionac) — d(Op-
HOA4Gica].

La comparacion de ambos perfiles deja ver que el perfil de energia libre es mas ancho y un
poco mas alto en energia que el perfil de energia potencial (cabe mencionar que el perfil de
energia potencial a este nivel de calculo siempre es estrecho en los sistemas estudiados en
el grupo de GT-ret, con estructuras de maximo bastante asociativas). La zona de meseta
que muestra el perfil de energia libre es semejante a lo que se suele encontrar utilizando
por ejemplo, un nivel de teoria QM(BP86/TZVP) o QM(M05-2X/TZVP//BP86/TZVP).
Ademas, esta region plana en el perfil de energia libre abarca desde una RC  -1.6 A
hasta -0.6 A, lo cual corresponde a un rango en el que se han muestreado principalmente
especies UDP----OC. La barrera de energia libre es de 41.25 kcal/mol, 1.8 kcal/mol mas alta
que la barrera de energia potencial, lo cual indica que los efectos térmicos y entrépicos son
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pequenos cuando se compara la barrera energética del proceso. Por ultimo, se observa una
diferencia mas grande en la zona de productos del perfil de energia potencial y energia
libre, el primero resultando mas exoérgico.

6.3.2 Mecanismo de formacién del CGE: Ataque Nucleofilico de
Asp246

A pesar de que nuestros analisis apuntan a que el rol del Asp246 se relaciona con la
estabilizacion de las especies UDP----OC y compensacion del efecto desfavorable de
Arg293, la posibilidad de que esté actuando como nucledfilo no se ha descartado y a
continuacion, se resume la informacién obtenida de estas simulaciones para R-495, R-175y
R-350.
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Figura 86. Curvas de energia potencial a nivel QM(M05-2X/TZVP)/MM/QM(BP86/TZVP)/MM para el ataque
nucleofilico de Asp246 (lineas gruesas superiores) simulado a través de la coordenada de reaccion RCp = [d(Op-
C16ienac) — d(ODasp246-C 161cnac)]. Se mantiene el cddigo de colores previamente usado para cada reactivo; verde
para R-495y todas las distancias involucradas con éste; naranja para R-175 y todas sus distancias; celeste para
R-350 ytodas las distancias que se relacionan con éste.

Como se puede apreciar en la Figura 86, la simulacion del ataque de Asp246 se consigue
llevar a cabo para R-495 y R-350 pero no para R-175. En el caso de las primeras dos, la
reaccion se inicia con el Asp246 acercandose a C1gcnac mientras UDP se aleja de éste;
simultaneamente, el GIcA se distancia ligeramente del carbono anomérico hasta que UDP
se ubicaa 2.7 A Después en R-350, GIcA, Asp246 y UDP quedan aproximadamente a
2.9 A del carbono anomérico; en R-495, UDP y Asp246 también consiguen posicionarse a

2.9 A sin embargo GIcA se mantiene mas alejado del carbono anomérico, apareciendo
siempre a una distancia mayor que 3.0 A. Este podria ser el motivo de que las energias son
mas bajas que las observadas para R-350, ya que teniendo al GIcA mas alejado, Asp246
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puede aproximarse en condiciones estéricas mas relajadas. Finalmente, el CGE se forma al
superar una barrera de 26.80 y 31.91 kcal/mol para R-495 y R-350, respectivamente.

En el caso de R-175, UDP se distancia mas rapidamente del carbono anomeérico que lo
observado en R-495 y R-350; esto crea el espacio suficiente para que GICA comience a
aproximarse a C1ga Sin aparecer una subida sustancial de energia durante el proceso. Esto
indica la importancia de la naturaleza disociada del mecanismo ya que permite la
aproximacion rapida del nucledfilo a costa de un bajo costo energético. Finalmente el
sistema colapsa, formandose el enlace glicosidico sin formarse el CGE. Notar que este
hecho da cuenta del empujon nucleofilico que fue mencionado antes, ya que UDP se aleja
bastante mas rapidamente del carbono anomérico cuando se estd acercando Asp246 en
lugar de GIcA. De esta manera, ademas de estabilizar la carga positiva de GIcNAc, Asp246
puede facilitar la salida de UDP empujandolo lejos del carbono anomérico y por
consiguiente, promoviendo una disociacion rapida y pronunciada del sustrato dador, UDP-
GIcNAc. En otras palabras, el residuo nucleofilico en la cara B del azucar facilita el
mecanismo altamente disociado que deben catalizar las GTs-ret.

A continuacién, se resume la informacion de algunos de los puntos estacionarios que se
obtienen a lo largo de la reaccion de ataque del Asp246 para R-495 y R-350. La obtencion
de estos puntos se realizd de manera analoga a lo explicado para la obtencion de los
puntos estacionarios en los caminos de reaccion para el mecanismo de ataque frontal.
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Tabla 18. Informacién estructural y electrénica para el mecanismo de ataque de Asp246 explorado a partir del
reactivo, R-495. Las geometrias se han optimizado utilizando el método BP86/TZVP para la region QM. Las
barreras de energiay las cargas atomicas se han calculado con el método M05-2X/TZVP para laregion QM. Las
unidades de los parametros geométricos, energias (AE), cargas naturales (q) y frecuencias normales de
vibracion corresponden a Ao grados (°) segln corresponda, kcal/mol, u.a. ycm'1, respectivamente.

R-495 0C-495 IP-495 TS2-495 CGE-495
d(C1cienac-O1upp) 1.52 2.26 2.73 4.23 445
d(C1cicnac-O4cica) 3.45 3.32 3.06 3.93 4.51
d(OD1 asp246-C1 GicNAc) 4.62 3.53 3.24 2.01 1.64
d(C1aienac-O5aienAc) 1.38 1.28 1.27 1.30 1.35
1]} -99.95 -115.61 -128.18 -141.12 -138.74
d(HO4gica-O1upr) 1.92 1.68 1.65 1.71 1.73
d(HO4cica-O4cica) 0.98 1.00 1.01 1.01 1.01
d(WAT604-0O2Bupp) 2.01 2.03 1.88 1.80 1.84
d(HN2 Gienac-O1BaicNAc) 2.32 2.95 3.23 3.69 3.56
d(HN2 Gienac-O3aica) 292 2.63 244 243 2.60
d(O1Baicnac-HO3aica) 1.71 1.56 1.53 1.52 1.50
d(NH1Rr203-O6cicNAc) 3.29 3.1 2.99 278 2.89
d(NH1 r203-C1 Gienac) 3.89 3.71 3.67 4.00 4.00
d(NH1Rr293-O5aicNAc) 3.23 298 297 3.06 2.96
d(HH22Rr293- OD2p246) 1.65 1.67 1.67 1.86 1.94
d(HH12Rr203- OD1p246) 1.78 1.86 1.93 3.57 3.65
d(NERr293-O6Bgica) 3.90 3.87 3.81 3.76 3.68
d(NH2R293-O6Bgica) 3.80 3.60 3.51 3.21 2.95
d(HH21Rr203-OHy193) 2.03 1.97 1.95 2.01 2.22
d(HHv193-O6Aaica) 1.88 1.81 1.80 1.78 1.77
d(HHy193-O6Bgica) 2.41 2.41 2.39 2.33 2.34
d(HER181-O6Acica) 173 1.74 1.73 1.73 1.73
d(HH21r181-O5acica) 1.66 1.65 1.66 1.66 1.66
Aq(C1+H1+05)gionac 0.00 0.35 0.38 024 0.00
¢,8° 225.1,159 | 233.6, 30.0 | 233.0,38.9 | 242.1,61.3 | 252.2,69.3
AE 0.00 14.12 15.33 26.80 23.34
v(cm™) 4374 107.94 7.00
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Tabla 19. Detalles estructurales y electronicos para el mecanismo de ataque de Asp246 explorado a partir de R-
350. Las geometrias se calcularon al nivel QM(BP86/TZVP). Las cargas atdmicas y las barreras de energia
fueron obtenidas con el nivel QM(M05-2X/TZVP). Las unidades de los pardmetros geométricos, energias (AE),
cargas naturales (q) y frecuencias normales de vibracién corresponden a Ao grados (°) segun corresponda,
kcal/mol, u.a. ycm'1, respectivamente.

R-350 0C-350 IP-350 TS2-350 CGE-350
d(C1cienac-O1upp) 1.49 2.70 3.08 4.24 4.48
d(C1cienac-O4cica) 3.35 3.05 2.82 3.68 417

d(OD2p246-C1 GleNAc) 4.39 2.99 2.96 1.93 1.66
d(C1cicnac-O5cicnAc) 1.38 1.27 1.27 1.30 1.34

) -2.96 -109.32 -118.54 -137.24 -136.20

d(HO4ica-O1uprp) 2.00 1.78 1.70 1.76 1.80
d(HO4cica-O4cica) 0.98 1.00 1.01 1.00 1.00
d(WAT604-02Buypr) 3.76 1.79 1.74 1.74 1.73
d(HN2 Gienac-O1Bupp) 3.50 3.36 3.51 3.72 3.69
d(HN2 Gienac-O3aica) 2.24 1.86 1.82 1.85 1.88
d(O1Baicnac-HO3Gica) 1.78 1.52 1.50 1.50 1.49
d(NH1Rr23-OB gionac) 3.20 3.03 2.99 2.78 2.91
d(NH1Rr293-C1GicNAc) 3.84 3.56 3.56 4.01 3.98
d(NH1R2903-O56icNAc) 3.31 295 2.95 3.01 2.93

d(HH12r203- OD2p246) 1.78 2.03 1.97 3.71 3.66

d(HH22r203- OD1p246) 1.62 1.65 1.63 1.80 1.85
d(NERrz2g3-O6Baica) 442 428 4.00 3.94 3.92

d(NH2R203-O6Bgica) 4.49 4.34 3.99 3.77 3.62
d(HH21Rr203-OHy1g3) 2.00 1.94 1.93 1.90 1.91
d(HHv193-O6Aaica) 3.28 3.25 297 3.01 2.95

d(HHv1e3-O6Baica) 1.73 1.72 1.71 1.68 1.67

d(HERr181-O6AGica) 1.70 1.71 1.71 1.73 1.72

d(HH21r181-O5aicA) 1.75 1.75 1.71 1.69 1.69
q(C1+H1+05)cienAc 0.00 0.39 0.39 0.19 0.03

®,0 189.2,25.0 | 225.9,40.8 | 229.3,46.2 | 2454, 62.6 | 250.2, 67.1
AE 0.00 21.88 20.58 31.91 29.29
v(em™)' 76.87 89.73 37.12i
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Al examinar las Tablas 18 y 19, se verifica que las energias son bastante similares a las
obtenidas para el ataque frontal hasta la formacién del IP, aunque GIcA esta mas lejos aqui
de modo que Asp246 puede aproximarse mas al carbono anomérico.

CGE-495

Figura 87. Representaciones moleculares de algunos de los puntos estacionarios de la superficie de energia
potencial mas relevantes para el mecanismo de ataque nucleofilico del Asp246. Primero para R-495 ydespués

para R-350, se muestran el Reactivo, el TS2 y el CGE. Las distancias estan en A

Tanto en el TS2-495 como en el TS2-350, UDP se ubica a mas de 4 A del carbono
anomérico y GIcA a més de 3.5 A de éste. Esto es principalmente causado por la distorsion
adicional que debe sufrir el azucar; en el mecanismo de ataque frontal los valores indican
que las especies OC se encuentran entre conformaciones “E y *H,, sin embargo en los TS2
del ataque nucleofilico de Asp246, las conformaciones se desplazan hacia un bote de tipo
“B. Esta es una conformacion algo mas distorsionada que las anteriores y por los valores
de energia, parece ser también menos estabilizada por la enzima. En el CGE, la
conformacién del GlcNAc sigue siendo "By la energia no disminuye sustancialmente con
respecto al TS2.

Comparando para una misma estructura de partida de reactivos las barreras de los dos
mecanismos, se observa que el ataque del Asp246 es menos favorable que el ataque
frontal (alrededor de 10 kcal/mol). De esta manera, todo apunta a que el rol del Asp246 no
es actuar como nucledfilo para formar el intermedio CGE sino mas bien, asistir al ataque
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frontal del sustrato aceptor facilitando el mecanismo altamente disociado en dos maneras:
estabilizando la especie oxocarbenio y empujando al UDP lejos del carbono anomeérico.
Creemos que la capacidad de llevar a cabo el empujon nucleofilico también puede ser
realizada, aunque en menor medida, por residuos neutros, como GIn189 en LgtC, que
ocupa una posicion estructuralmente anadloga a la de Asp246 en EXTL2. En el caso de
a3GalT, esta posicion la ocupa el Glu317 que ademas es capaz de brindar una sustancial
estabilizacion a la especie OC gracias a su carga neta negativa. Es importante mencionar
que en LgtC y a3GalT, GIn189 y Glu317 estan cerca del carbono anomérico (<4.0 A) pero
ademas forman un enlace de hidrégeno con el sustrato aceptor. En EXTL2, Asp246 no
podria hacer esto porque se encontraria directamente con COO g, por lo que deducimos
que la Arg293 podria estar ahi para evitar tal cosa. Arg293 interacciona electrostaticamente
con COQO'gea Y hace lo mismo con Asp246 a través de su grupo guanidinio, de modo que
provee una ambiente electrostatico adecuado.

Para seguir investigando el rol de Asp246 y Arg293 en el mecanismo de reaccion de
EXTL2, se construyeron mutantes in silico del reactivo R-495. A continuacion se describen
los resultados de estos experimentos.
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6.3.3 Mutaciones in silico y Mecanismo de Reaccion

Como primer estudio del posible efecto de mutar Asp246 y Arg293 se escogio el reactivo R-
495 y se muto el residuo en cuestion, re-optimizando después la estructura y calculando el
perfil de reaccion para el mutante. Esta es una aproximacion estatica que omite posibles
efectos estructurales mayores a consecuencia de la mutacién, pero permite una
comparacion directa con la enzima nativa y asi evaluar el rol del residuo en esta posicion,
suponiendo que los cambios estructurales asociados son menores. En cierta forma podria
verse como un analisis parecido al de las contribuciones electrostaticas presentado
previamente, pero un poco mas elaborado (aqui también se incluyen efectos estéricos y se
reoptimiza), y que permite evaluar también el cambio de naturaleza del residuo, no solo
eliminarlo. En el siguiente apartado se presentaran los resultados de las MD que se hicieron
de los mutantes para estimar las consecuencias estructurales de la sustitucion.

6.3.3.1 Mutante D246A: Mecanismo de Ataque Frontal
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Figura 88. Curvas de energia potencial a nivel QM(MO05-2X/TZVP)/MM/QM(BP86/TZVP)/MM para la enzima
nativa (verde), y la mutante D246A (granate), lineas continuas superiores. También se muestran las distancias
mas relevantes obtenidas a nivel QM(BP86/TZVP)/MM(CHARMM) utilizando la correspondencia de colores
verde para nativa y granate para mutante. Para los puntos estacionarios del mecanismo se usan triangulos (OC)

y circulos (R, IP y P).

Lo primero que se observa es que la disociaciéon UDP-GIcNAc ocurre mas lentamente en el
caso de la mutante, por ejemplo, en RC=-2.20 A (26.52 kcal/mol) la distancia C1gcnac-Op ha
alcanzado apenas los 2.06 A mientras que en la enzima nativa, a ese valor de RC le
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corresponde una distancia C1genac-Op= 2.51 A (15.89 kcal/mol). La diferencia energética de
estas dos estructuras es de 10.63 kcal/mol, una divergencia sustancial que esta relacionada
con diferentes factores. Asp246 es una alanina, por lo que la estrategia del empujén
nucleofilico queda anulada asi como la estabilizacion electrostatica de la carga positiva
emergente. Por otra parte, el GIcA se aproxima un poco mas rapido al carbono anomérico al
principio del mecanismo, sin embargo esto también podria subir la energia debido a que
aun no se ha creado suficiente espacio para la entrada del aceptor. En otras palabras, la
mutacion de Asp246 ha disminuido la habilidad de la enzima para facilitar el mecanismo
altamente disociado a través del empujon nucleofilico y la capacidad estabilizadora que este

residuo es capaz de llevar a cabo. Este proceso resulta en una barrera de energia de casi
32.3 kcal/mol.

6.3.3.2 Mutante D246E: Mecanismo de Ataque Frontal
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Figura 89. Curvas de energia potencial a nivel QM(M05-2X/TZVP)/MW/QM(BP86/TZVP)/MM (lineas continuas
superiores), junto a las distancias més relevantes a nivel QWBP86/TZVP)/MM(CHARMM) para la enzima nativa
(verde), y la mutante D246E (rojo). También se incluyen las distancias C1-(0OD2)D246 (verde) y C1-(OE1)E246
(rojo) para laenzima nativa y mutante D246E, respectivamente. Por ultimo, los triangulos se refieren a especies
OC y los circulos representan aR, IP yP.

Tal como se esperaba, Glu246 se coloca mas cerca del carbono anomérico ya que tiene
una cadena lateral mas larga que Asp246. Glu246 se reacomoda de tal manera que uno de
sus oxigenos (OE1) apunta hacia el carbono anomérico mientras que el otro, queda

apuntando en direccion opuesta, perdiendo una de sus interacciones con Arg293 (Figura
90).
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Figura 90. Reactivo optimizado a nivel QM(BP86/TZVP)MM(CHARMM) para la enziima mutante D246E. Se
sefalan algunas distancias relevantes en A

Aunque la Arg293 esta un poco mas cerca del carbono anomérico que en el reactivo
utilizado (R-495), esto no parece afectar la energia pues se encuentra interaccionando
fuertemente con el Glu246. Por otra parte, Glu246 logra posicionarse a menos de 3.0 A del
C1 a lo largo del mecanismo de reaccion y aunque esto no afecta la posicion relativa de
UDP o GIcA (no se altera el grado de disociacion del mecanismo), la interaccion
electrostatica entre Glu246 y el azucar deberia mejorar a causa de la disminucién de esta
distancia. Esto explica porque la curva de energia de energia es ligeramente mas baja
comparada a la enzima nativa. Estos resultados sugieren nuevamente un rol estabilizador
para el residuo nucleofilico de la cara B de GIcNAc, aunque hay que tener presente que
hasta ahora no se han considerado los efectos que el Glu246 tendria en la unién del
sustrato aceptor. Esto se considerara mas adelante.
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6.3.3.3 Mutante R293A: Mecanismo de Ataque Frontal y Ataque del

Asp246
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Figura 91. Curvas de energia potencial a nivel QM(M05-2X/TZVP)/MW/QM(BP86/TZVP)/MM, lineas continuas
superiores. También se indican las distancias mas relevantes a nivel QU(BP86/TZVP)/MM(CHARMM) para la
enzima nativa (verde), yla mutante R293A (azul). Por ultimo, también se representan los puntos estacionarios
del mecanismo a través de triangulos (OC) y circulos (R, IP y P).

Al mutar la Arg293 por alanina se observa que la curva de energia potencial deja de ser
plana. El IP tiene una energia un poco mas baja debido a que el Asp246 logra acercarse
bastante mas al carbono anomérico ya que no interacciona con la Arg293, y posiblemente
mas importante, no existe el efecto desfavorable de la Arg293 durante la formacién de las
especies UDP----OC. Ademéas, la disociacion UDP-GIcNAc es mucho mas rapida y
pronunciada, esto probablemente se deba a que el empujon nucleofilico es mas efectivo sin
la presencia de Arg293. Como la catalisis del mecanismo disociado ha sido efectiva y ya se
ha generado el espacio para la entrada de GIcA, se esperaria que el ataque ocurriera
rapidamente. Sin embargo, en la etapa de ataque de GICA la energia sube hasta 22.50
kcal/mol, lo cual parece ser una consecuencia de que la aproximacion de GIcA hasta el
carbono anomérico es mas costosa energéticamente y mas lenta. Es importante destacar
gue en esta enzima mutante no se establece la interaccion HO4¢:a-Op en el reactivo sino
que HO4 estd interaccionando con O6Bgca (Figura 92). Esto podria ser consecuencia de la
ausencia de la Arg293 pero en cualquier caso, al aplicar la coordenada de reaccién (RC,),
la interaccion Op-HOA4¢ . sSe forma justo antes de iniciarse la disociacion UDP-GIcNAc.
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¢ ¢ R- R293A

Figura 92. Reactivo optimizado a nivel QM(BP86/TZVP)/MM(CHARMM) para la mutante R293A. Se sefialan
algunas distancias relevantes en A

Esto sugiere que la Arg293 es importante para la correcta orientacion del sustrato aceptor,
muy posiblemente gracias a su interaccién electrostatica con COO g .. Esto es destacable
pues aunque en los analisis electrostaticos la estabilizacién que esta interaccion es capaz
de brindar queda escondida por el efecto desfavorable de su interaccion con las especies
UDP----OC, la simulacion del ataque frontal de la enzima mutante R293A nos muestra la
importancia de la Arg293 en la etapa de ataque nucleofilico, sugiriendo que el acercamiento
de GIcA es mas facil si su grupo COQO'g.a interacciona con una caga neta positiva que,
ademas, puede apantallar la carga del Asp246.

Como el Asp246 logra acercarse bastante al C1ginac, S€ decididé simular el ataque del
Asp246 en el mutante R293A (Figura 93).
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Figura 93. Curvas de energia potencial a nivel QM(M05-2X/TZVP)MW/QM(BP86/TZVP)/MM para el
mecanismo de ataque frontal (azul), y el para el ataque del Asp246 (marrén) en la mutante R293A, lineas
continuas superiores. También se muestran las distancias mas relevantes calculadas con el método
QM(BP86/TZVP)MM(CHARMM) utilizando la correspondencia de colores asignada a cada mecanismo. Para los

puntos estacionarios del mecanismo se usan triangulos (OC) y circulos (R, IP y P).

En este caso, la formacién del CGE ocurre con una barrera de 16.0 kcal/mol, un valor muy
diferente del encontrado para la formacion del CGE en la enzima nativa (26.80 kcal/mol).
Ademas, es una barrera de energia 7.0 kcal/mol mas baja que la formacién del enlace
glicosidico o ataque del GIcA en el mutante (Figura 93). Esto es porque la disociacion UDP-
GIcNAc ocurre muy rapidamente y GIcA se mantiene a mas de 3.0 A durante todo el
proceso. En el caso del mecanismo de ataque frontal, la disociacién del UDP-GIcNAc
continua siendo eficaz, sin embargo el ataque nucleofilico de GIcA no se cataliza
adecuadamente porque Arg293 no esta presente. Esto indica que la Arg293 no sdlo es
importante para anclar el sustrato aceptor sino que ademas, posee un rol catalitico en el
paso final de la reaccion. Es altamente probable que la Arg293 provea el ambiente
electrostatico adecuado para que GICA se acerque al azucar sin que la carga de COOgca
signifique un problema por la presencia del Asp246.
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6.3.3.4 Doble Mutante D246A-R293A: Mecanismo de Ataque Frontal
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Figura 94. Curvas de energia potencial a nivel QM(MO5-2X/TZVP)/MM/QM(BP86/TZVP)/MM (lineas
discontinuas superiores), y las distancias mas relevantes a nivel QM(BP86/TZVP)/MM(CHARMM) para la
enzima nativa (verde), y la doble mutante D246A-R293A (celeste). Por ultimo, también se representan los puntos
estacionarios del mecanismo a través de triangulos (OC) y circulos (R, IP y P).

La simulacién del ataque frontal en el doble mutante da como resultado unas barreras de
energia mas altas, alcanzando valores de 35.0 kcal/mol. La doble mutante mas que dar
nueva informacion, soélo reafirma los comentarios anteriores demostrando que Asp246 y
Arg293 son residuos cataliticos imprescindibles para que la enzima sea capaz de llevar a
cabo la catalisis. Esto nos permite explicar los resultados experimentales de mutagénesis
llevados a cabo por Pedersen et. al. que resultaron en minima actividad transferasa (0.2

pmol/mg de proteina/h) para Arg293A y actividad transferasa indetectable, en el caso de
Asp246A.7°

De esta manera, podemos asignar los siguientes roles a esta pareja de residuos:

El Asp246 y la Arg293 son necesarios para llevar a cabo dos estrategias que utilizan las
GT-ret para catalizar la reaccion:

1. Permitir una alta disociacién del sustrato dador, en este caso UDP-GIcNAc, a
través de: el empujon nucleofilico. Para esto es necesario que un residuo
nucleofilico se ubique en la cara B del azucar, y puede tener una carga neta
negativa, como Asp246, o ser neutro (GIn189 en LgtC); la estabilizacion de la
carga del oxocarbenio sera mejor si el residuo tiene una carga neta negativa. En
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trabajos anteriores de nuestro grupo, ya se han hecho referencias a estos roles a
través del concepto de catalisis asistida por nucledfilo.

2. Permitir que el sustrato aceptor esté correctamente posicionado para el ataque a
través de la interaccion HO4ga-Op. La Arg293 promueve esta interaccion al
establecer interacciones electrostaticas con COOg s, haciendo mas facil que la
interaccion intra-sustrato (HO4-O6B)gi.a s€ pierda (EXTL2-GalNAc) o no se forme
(EXTL2-GIcNAc). Y Arg293 también parece facilitar el acercamiento del GIcA
para el ataque por medio de la disminucion de la repulsion Asp246 - COO gia.

Por supuesto, el o los residuo(s) con carga neta positiva que interaccionan directamente con
el grupo difosfato de UDP, asi como las posibles interacciones sustrato-sustrato, son de
vital importancia en la catdlisis del mecanismo altamente disociado, estabilizando la
disociacion heterolitica del UDP-GIcNAc.

203



6.3.4 Simulaciones de Dinamica Molecular de Ilas Enzimas
Mutantes

Todos los experimentos anteriores son mutaciones in silico en las que no se ha considerado
el efecto dinamico que cada mutacion podria tener en la enzima. Debido a lo anterior,
también se llevaron a cabo dinamicas moleculares de 10 ns, sélo para verificar la posicion
del sustrato dador en el sitio activo.

Los resultados de la mutante R293A muestran que la Arg293 es fundamental para la union
del sustrato aceptor pues si ésta no esta, el aceptor se mantiene en el sitio activo menos de
1 ns (Figura 95.A y 95.B). La ausencia de la Arg293 también provoca cambios en la forma
de interaccionar de diferentes residuos, por ejemplo, se forma una interaccion estable entre
el Asp246 y la Tyr193 que se mantiene a lo largo de toda MD (Figura 95.A). De hecho, la
Tyr193 ocupa el espacio que antes ocupaba el grupo guanidinio de la Arg293, sin embargo
no es capaz de interaccionar con GIcNAc como si lo hacia la Arg293. Esto probablemente
se relaciona con la alteracion o pérdida de las interacciones mas estables que forma el
GlcNAc en la enzima nativa, pero que en esta mutante no aparecen. Se trata de las
interacciones i6n-dipolo entre OD1agp151--HO3gienac, que se pierde a partir de los 2 ns; y
HH22135-O3cienac, que NO se observa durante los 10 ns. Ademas, las interacciones
OD24sp245-HO4/HOGGcnac también se pierden, aunque la interaccion fuerte entre Arg135 y
Asp245 se mantiene estable a lo largo de toda la MD; incluso la interaccién HN2'ginac-
OD1asp151 S€ pierde antes de completar el primer ns, por lo que el azucar se ha desplazado
de su posicién nativa. EI UDP mantiene sus interacciones y en la Figura 95.B se muestra a
la Arg76 como ejemplo de esto. Por ultimo, asi como la Tyr193 se desplazé de su posiciéon
nativa, la Arg181 (otro de los residuos que interacciona con el aceptor junto a Tyr193 y
Arg293), sufre fluctuaciones debido a la entrada de aguas en el sitio activo y también
aparece interaccionando con el carbonilo del grupo NAc, aunque la interaccion no es
estable.
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Distancias [A]

Tiempo [ns]

—(C1)GIcNAc-(04)GIcA —(HH)Tyr193-0D1)D246
——(HH)Tyr193<0D2)D246 —(C1)GIcNAc-(0D1)Asp246
B Asp1s11 Asp153 R293A
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Arg76 ST

R
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Ala293 ). Y/

Figura 95. A: Variacion de las distancias mas relevantes para la reactividad que divergen completamente del
comportamiento de la enzima nativa. B: Estructura representativa de la mutante R293A correspondiente al ns 9
de simulacion de MD de 10 ns de produccion. Ademas, se sefala la interaccién en la que participa Arg135-
Asp245, la interaccion Tyr193-Asp246 vy la interaccion de Arg76 con UDP (lineas discontinuas grises). El

sustrato dador se muestra en color rosado.

Por ultimo, cabe mencionar que en esta mutante la distancia OD1asp246-C 1cicnac S€ hace mas
larga (7.36 + 0.66 A), por lo que el Asp246 queda bastante alejado del carbono anomérico.
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Esto se debe a que a que el Asp246 forma una interaccion muy estable con Tyr193 (2.34
0.88 A para OD2xs,246), la cual a su vez no interacciona con el sustrato dador a diferencia de
la Arg293. Este es un dato adicional que indica porqué la Arg293 es importante para la
catélisis ya que si ésta no esta, es muy posible que el Asp246 no pueda posicionarse mas
cerca del carbono anomérico y por consiguiente, tampoco seria capaz de ejercer el empujon
nucleofilico.

Continuando con la descripcion de los resultados obtenidos para las mutantes, aunque el
sustrato aceptor se une en las mutantes D246E y D246A, el modo de unién que establece el
GIcA es diferente del observado en la enzima nativa.
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Figura 96. A: Variaciéon de algunas distancias importantes que involucran al Glu246 y al sustrato aceptor. B:
Representacion de la mutante D246E correspondiente al ns 9 de simulaciéon de MD. También se sefialan las
interacciones que forma el GIcNAc en el sitio activo (lineas discontinuas grises) ylos sustratos se dibujan en
rosado.

En la mutante D246E se produce un cambio en la orientacion relativa entre sustrato dador y
aceptor, de modo que ahora es O3gca Y N0 O4gica €l que queda en mejor posicion para
atacar al carbono anomérico. La distancia O4gca-C1gienac tiene un valor promedio de 6.24 +
0.49 Aalo largo de la MD del mutante (en la nativa es de 4.83 + 0.82 A), superando los 6.0
A aproximadamente a partir del primer ns, mientras el O3g.x Se mantiene a una distancia
promedio de 3.92 + 0.43 A Asi pues, de ser la reaccion viable a nivel de barrera energética,
la mutante D246E podria dar un cambio en la regioespecificidad de la enzima. En este caso,
no existen datos experimentales de este mutante para comprobar dicha posibilidad. La
mutante D246E muestra que el Glu246 se ubica un poco mas cerca del carbono anomérico
(4.84 £ 0.40 A para OE2g,246) que lo observado para el Asp246 en la enzima nativa (5.13
0.45 A para OD2xp046), l0 cual es logico pues la cadena lateral del Glues 1.4 A mas larga
que la del Asp246. En esta mutante las interacciones entre GIcNAc y la Arg135, el Asp151 y
el Asp245 no se ven afectadas a diferencia de lo obtenido para R293A. Como se observa
en la Figura 96, las interacciones que forma el sustrato aceptor en el sitio activo con
residuos como la Tyr193, la Arg181 y la Arg293 también se han visto afectadas. De esta
manera, el unico residuo que permanece interaccionando con el GICA es la Arg181, una
interaccion que también contribuye al cambio de orientacion del aceptor. Al ser el Glu mas
largo, esto empuja a la Arg293 y a todo el aceptor de modo que el COOg s S€ gira hacia la
Arg181, orientando el O3 hacia el carbono anomérico y no el O4 (Figura 96).

En el caso de la mutante D246A, se observa que la Arg293 desplaza a la Tyr193 y no
interacciona con ella (Figura 97), a diferencia de lo observado en D246E (OHvyy193-
HH21arg205 = 2.29 + 0.26 A) y en la WT (OHryrros-HH21argos = 2.24 +0.23 A).

207



8.0

D246A ,

7.0

1 i i 1 l |} —
6.0 : il b 4 Ol R T
50 ——

" h‘il

Distancias [A]

00 1.0 2.0 3.0 40 50 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0
Tiempo [ns]
(HH)Try193-(06A)GIcA ——(HH)Tyr193-(06B)GIcA
—(OH)Tyr193-(HH21)Arg293 (HH22)Arg293-(06B)GIcA

Figura 97. Variacion de algunas distancias relacionadas con la Arg293, la Tyr193 yel GlcAa lo largo de la MD
de la enzima mutante D246A.

Como puede observarse, Tyr193 ya no interacciona con GIcA y tampoco con la Arg293
(Figura 97). A falta del Asp246, la Arg293 parece moverse hacia el sustrato aceptor
desplazando a la Tyr193 de su posicion en la enzima nativa (Figura 98.B). Asi, la Arg293 se
coloca muy cerca del COO'ga Y €l O4gca (Figura 97 y Figura 98.A, respectivamente). Por
otra parte, el fragmento nucleofilico de GIcA (O4cca) Se ubica mas cerca del carbono
anomeérico, a un valor promedio de 3.52 + 0.15 A (Figura 98.A); esta distancia es mas
pequefa que la encontrada en la enzima nativa de 4.83 + 0.82 A sin embargo la Arg293
forma una interaccion bastante estable con O4g.a (Figura 98.A). A pesar de que tal
interaccién es efectiva para la unién del sustrato aceptor, no es adecuada para la formaciéon
del enlace glicosidico pues disminuye la nuleoficidad del O4ga. Ademas, como se ha
mostrado previamente, es de esperar que la ausencia del Asp246 haga que la formacién de
la especie oxocarbenio esté muy desfavorecida por la presencia de Arg293.
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Figura 98. A: Variacion de algunas interacciones en las que participa el nucledfilo GlcA en la mutante D246A a
lo largo de la MD. B: Representacion de una de la estructuras obtenidas de la MD que corresponde a los 9 ns.
Los sustratos se dibujan enrosado yse incluyen las interacciones enlas que participa GIcNAc y GIcA con varios
residuos del sitio activo (lineas discontinuas grises).

Asi, la mutacion de Asp246 por Ala altera el modo de unién del sustrato aceptor provocando
que la Arg293 interaccione cercanamente con GIcA. Esto causa que los sustratos estén
mas unidos que en la WT pero no en una orientacién éptima para la catalisis (nétese en la
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Figura 98.B, que nuevamente el O4g., ha bajado con respeto al plano del anillo, cosa que
puede dificultar su ataque por la cara a, y que el O34 S€ encuentra en una posicion que
también podria ser reactiva). De todos modos, como se ha dicho, la presencia de la Arg293
pero no de un residuo como Asp/Glu que la contrarreste, hace dificil pensar que la
disociacion de UDP-GIcNAc pueda darse en este mutante, resultado que estaria en acuerdo
con las observaciones experimentales. Finalmente, una de las conclusiones mas
interesantes de esta mutante es que la Arg293, que ocupa la cara  de GIcNAc, puede
modular el modo de unién del sustrato aceptor.
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6.4 Conclusiones

El trabajo realizado con esta enzima no has permitido identificar la importancia que puede
llegar a tener el o los residuos que se ubican en la cara B del azucar. Gracias a las
peculiares caracteristicas que EXTL2 muestra en esta cara, una pareja Asp246-Arg293,
hemos podido indagar en las caracteristicas de esta zona y hemos asignado roles
mecanisticos especificos al Asp246 y a la Arg293. El Asp246 puede modular el mecanismo
de reaccion de dos maneras: debido a su carga negativa puede estabilizar sustancialmente
las especies OC y ademas, puede empujar mas lejos al UDP al acercarse al carbono
anomeérico, facilitando la disociacion UDP-GIcNAc(GalNAc). Por otra parte, el Asp246
también puede compensar el efecto desfavorable de tener una Arg293 en la cara B del
azucar. A pesar de desfavorecer las especies intermedias de este mecanismo, la Arg293 es
clave en la etapa de ataque frontal del GICA pues por una parte facilita la formacion de la
interaccién Op-HO4 4 (en caso de que sea necesario), y por otro lado mantiene al O4gca
bien posicionado para el ataque nucleofilico a través de su interaccion con COO gica.

Las simulaciones de MD de las mutantes permitieron ver, por ejemplo, que el Glu246 no
seria adecuado para reemplazar al Asp246 en el mecanismo de ataque frontal. Esto se
debe a que el Glu246 modifica la orientacion relativa de GIcA con respecto al sustrato dador
desfavoreciendo la reactividad o incluso cambiando su regioespecificidad. Los resultados
mecanisticos de la mutante R293A indican que la formacion del CGE seria un proceso
factible, sin embargo la MD sugiere que la afinidad del sustrato aceptor por la enzima seria
menor si la Arg293 no formara parte del sistema, hecho que podria explicar la escasa
actividad transferasa del mutante determinado experimentalmente. Los resultados de la
mutante D246A, la simulacion in silico del mecanismo y la MD, muestran que la falta de
Asp246 sube enormemente la barrera de energia (32.3 kcal/mol), lo cual posiblemente se
deba a que el efecto desfavorable de la Arg293 no se ve compensado. Ademas, la MD
muestra como la Arg293 seria capaz de interaccionar fuertemente con O4¢.4 €n ausencia
del Asp246, lo cual deja ver que la mutacién de cualquiera de estos residuos podria
inactivar a la enzima, en acuerdo con los resultados experimentales. Por ultimo, el
mecanismo de ataque frontal en la doble mutante alcanza una barrera de energia de 35.6
kcal/mol, confirmando la importancia de esta pareja de residuos en la cara B del azucar y
también indicando que el gran aumento de energia se relaciona principalmente con la
mutacién del Asp246 mas que con la mutacién de la Arg293 (la barrera para la mutante
D246A es de 32.3 kcal/mol). Para el doble mutante no se han realizado MDs aqui, pero es
de esperar que la union del aceptor se vea afectada como en el caso de los mutantes
simples.

Finalmente, los resultados acumulados hasta ahora permiten notar la importancia que
podria tener el sustrato aceptor en el tipo de estrategia que utiliza una GT-ret para catalizar
el mecanismo de ataque frontal. Esto se nota principalmente en el residuo que ocupa la
cara B azucar, el cual puede tener la habilidad de estabilizar el desarrollo de carga en el
azucar y a la vez ejercer un empujon nucleofilico, catalisis asistida por nucledfilo.
Adicionalmente, el residuo de la cara B puede interaccionar con el sustrato aceptor y de
este modo, podria estar involucrado en la correcta orientaciéon del aceptor para la catalisis.
Esta estrategia, se complementa con la catalisis asistida por sustrato y podria ser necesaria
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cuando la disociacion UDP-azucar es mas dificil. Los factores relacionados con el grado de
dificultad de la disociacion UDP-azucar se discutiran en el siguiente capitulo.
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7 Comparaciones Adicionales y
Discusion General

71 Introduccion

Los mecanismos cataliticos de GpgS y EXTL2 se han descrito en detalle en los capitulos
anteriores. GpgS sigue un mecanismo de ataque frontal con la participacion clave del grupo
carboxilato de PGA (COO’sga), y de un grupo de moléculas de agua localizadas en el sitio
activo. Estas aguas, ademas de interaccionar con PGA, pueden contribuir a la estabilizacion
de las especies oxocarbenio (OC) (Modelo 1). Debido a que las densidades electronicas
que daban cuenta de las aguas no pudieron ser asignadas con certeza, se generd un
modelo in silico (Modelo 2) con el objetivo de investigar el mecanismo catalitico bajo esta
nueva configuracion del sistema. Nuevamente, se caracteriza un mecanismo de ataque
frontal pero esta vez, como es de esperar, so6lo el COO pga contribuye a la estabilizacion de
las especies OC. De este modo, el hecho de que las barreras energéticas del Modelo 2
resultan ser un poco mas altas que las del Modelo 1, apunta a que las aguas podrian
contribuir a la estabilizacion de las especies OC a través de sus interacciones con la
Glucosa, ademas de formar una pseudo-esfera de solvatacion que acompana los
movimientos del COO pga, l0 cual favorece las interacciones inter-sustratos. Por otro lado, la
Leu209 ubicada en la cara B del azlicar es capaz de estabilizar discretamente las especies
UDP----OC logrando una contribucion maxima de -3.70 kcal/mol cuando la distancia C1g-
Op es de 2.74 A Ademas, en el IP la Leu209 esta a 2.98 A del carbono anom érico, 1.1 A
mas cerca que en el reactivo. Por ultimo, también se evalud el ataque nucleofilico de la W ,,
lo cual nos permiti®6 comprobar que la hidrdlisis de UDP-GIc es un proceso muy poco
favorecido cuya barrera supera las 30 kcal/mol.

Al contrario de GpgS, en EXTL2 se observa un residuo nucleofilico fuerte ocupando la cara
B de GalNAc o GIcNAc en el complejo binario 1O0MZ y 10NG6, respectivamente; aunque el
residuo se encuentra a 5.2 y 5.1 A del carbono anomeérico, respectivamente. Ademas, en
esta misma cara la Arg293 esta a una distancia mas corta del carbono anomérico en
comparacion al Asp246. En cuanto a los mecanismos de reaccion, en el caso de EXTL2-
GalNAc se encontré un intermedio poco profundo UDP----OC (IPg) en el que Asp246 y
GalNAc se han acercado bastante, desde 5.43 A en el reactivo hasta 3.16 A en el IPs. Este
notable acercamiento motivo la investigacion del mecanismo de formacion del CGE usando
al Asp246 como nucledfilo. De esta manera, se caracterizaron dos mecanismos. El primero
es el mecanismo de ataque frontal, en el que el Asp246 tiene un rol clave en la
estabilizacion de las especies oxocarbenio; y un segundo mecanismo, en el que el Asp246
actua como nucledfilo. En ambos casos la disociacion UDP-GalNAc genera especies
estructural y energéticamente muy similares, posiblemente porque en esta etapa ambas
coordenadas de reaccidén estan describiendo el mismo proceso quimico, la disociacion
UDP-GalNAc. Distinta es la etapa de ataque nucleofilico, en la que el ataque del GIcA
resulta 5.5 kcal/mol mas favorecido que el ataque del Asp246; una diferencia de energia
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que se traduce en una k.. (s”) 4 6rdenes de magnitud méas rapida para el ataque del
nucledfilo GIcA a 27 °C. Probablemente, esto se debe a que mientras el GIcA es activado
por el UDP que actua como base catalitica, el Asp246 interacciona con la Arg293, lo cual
disminuye su habilidad nucleofilica. Por ultimo, la contribucion electrostatica de la Arg293
desfavorece el mecanismo de reaccién, sin embargo el Asp246 compensa este efecto
desfavorable a través de sus interacciones cercanas con las especies oxocarbenio.

En el caso de EXTL2-GIcNAc, también se caracteriza un mecanismo de ataque frontal en el
que Asp246 tiene un rol importante en la estabilizacién de las especies oxocarbenio a lo
largo del mecanismo. Curiosamente, aunque el Asp246 estaba un poco mas cerca del
carbono anomérico ( 4.5 A en los reactivos), las barreras para su ataque nucleofilico
resultan bastante menos favorecidas que las del mecanismo de ataque frontal, 12.8 y 9.5
kcal/mol mas altas en R-495 y R-350, respectivamente. Adicionalmente, los resultados
obtenidos en base a los modelos de EXTL2-GIcNAc nos permiten concluir que el Asp246 no
solo es capaz de estabilizar las especies oxocarbenio sino también, de ejercer un empujon
nucleofilico facilitando un mecanismo mas disociado, esto es, especies UDP% y OC® mas
separadas. Esto es muy importante pues a mayor grado de disociacién, menos impedida
estara la entrada del GIcA y, por consiguiente, mas faciimente se producira el ataque
nucleofilico.

Por otra parte, las cuatro enzimas mutantes que han sido estudiadas nos permiten
consolidar las hipétesis ya planteadas acerca del rol del Asp246, y también permiten evaluar
mas detalladamente el papel de la Arg293 en el mecanismo catalitico. Ademas, la mutante
R293A muestra que Arg293 desfavorece la habilidad nucleofilica del Asp246, dado que éste
ataca facilmente en esta mutante. Ademas, la mayor energia que se necesita para la etapa
de ataque nucleofilico (Figura 93), deja ver que la Arg293 puede ayudar a mantener al
sustrato aceptor bien posicionado para el ataque a través de sus interacciones con COO~
alca, €ncontrado asi una explicacion para los resultados experimentales de mutagénesis que
indican que EXTL2 so6lo mantiene una actividad transferasa minima cuando Arg293 es
mutada por Ala. Evidencia adicional de la importancia de la Arg293 la brinda la simulacion
MD de la mutante R293A, cuyos resultados apuntan a que la Arg293 es importante para la
unién del sustrato aceptor y por consiguiente, para la correcta orientacion y ataque
nucleofilico de GICA.

En resumen, EXTL2 cataliza un mecanismo de ataque frontal con la participacion clave de
dos residuos ubicados en la cara B del azucar, el Asp246 y la Arg293 en la etapa de
disociacion UDP-azucar y ataque nucleofilico, respectivamente. GpgS también cataliza un
mecanismo de ataque frontal con la participacion clave del COO’pga Yy un grupo de
moléculas de agua en la cara B del azucar (en el caso de estar presentes). Se debe tener
en cuenta que la interaccién entre hidroxilo nucleofilico (Nuc) y Op, de aqui en adelante Op-
Nuc, estd presente en todos los casos estudiados en esta tesis (catalisis asistida por
sustratos), sin embargo nos referiremos a ella mas tarde en esta discusiéon ya que es una
estrategia transversal para todas las GTs-ret y ahora nos enfocamos en las diferencias.
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7.2 Metodologiay Modelos

Las disociaciones de los distintos sustratos dadores se llevaron a cabo usando a EXTL2,
GpgS, a3GalT'® y LgtC." Las primeras dos enzimas se basaron en los modelos
correspondientes a R1, y al Modelo 1, respectivamente. La construccion de estos modelos
asi como los detalles de los métodos QM/MM utilizados han sido descritos en el capitulo 4
(GpgS) y 5 (EXTL2-GalNAc).?®* También se utilizaron los modelos de a3GalT™** y LgtC'®,
los cuales se usaron como puntos de partida para la optimizacion a nivel
QM(BP86/TZVP)/MM(CHARMM) manteniendo la misma particion QM/MM de los trabajos
originales. La coordenada de reaccién para la disociacién de los sustratos dadores
corresponde a RC= d(C1,.:.-0p) y se realizé en pasos de 0.1 A hasta alcanzar los 3.0 A.
También se recalcularon las energias al nivel QM(MO5-
2XIT2ZVP)IMW/QM(BP86/T ZVP)/MM.

La manera de realizar el célculo de las contribuciones energéticas para residuos de interés
también ha sido descrita previamente en las secciones metodolégicas de los capitulos 4, 5y
6, por lo que no es necesario indicar metodologias nuevas respecto a estos calculos.

7.3 Resultados y Discusion

Ademas de las enzimas estudiadas en esta tesis, es interesante comentar los resultados
mecanisticos de dos GTs-ret estudiadas en una tesis anterior del grupo. Una de ellas es
LgtC, la cual cataliza un mecanismo de ataque frontal y la formacion del CGE no parece ser
una posibilidad en la enzima nativa. Distinto es el caso de a3GalT, para la cual se
caracterizd6 un mecanismo de ataque frontal y también un mecanismo de doble
desplazamiento, los cuales podrian estar compitiendo en la catalisis, o incluso podria actuar
unicamente el mecanismo de doble desplazamiento segun el trabajo de Rojas-Cervellera et.
al. Los residuos que se observan en la cara 3 de estas enzimas corresponden a GIn189 en
el caso de LgtC y a Glu317 en el caso de a3GalT. Todas estas GTs-ret poseen un
plegamiento GT-A y comparten algunas caracteristicas dentro del sitio activo como el
cofactor metalico, el motivo DXD vy la pareja de residuos Lys-Glu o Arg-Asp a la que nos
hemos referido a lo largo de la tesis. Debido a estas caracteristicas, se decididé superponer
los complejos de Michaelis que han sido modelizados en nuestro grupo. Para hacer esto, se
usO la matriz BLOSUM62 del médulo de alineamiento MatchMaker de Chimera USCF
(Figura 99, 100 y 101).
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Figura 99. Representacion de las estructuras tridimensionales de GpgS (celeste), EXTL2 (rosado), a3-GalT
(naranja)y LgtC (verde); el metal seindica através de una esfera verde. Se resaltanlas zonas estructuralmente
analogas delas 4 enzimas y también algunos residuos (barras)importantes: el primery tercer residuo del motivo
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D1XDs, relacionado conla union del metal (D3) y la union del azicar (D1); la pareja de residuos conservados que
participan de la union del azicar y que en GpgS corresponden a la pareja K-L yal par R-D en EXTL2, a3-GalT y
LgtC; un residuo relacionado so6lo con la unién del sustrato aceptor, T187 (GpgS), Y193 (EXTL2), W314
(a3GalT) y Y186 (LgtC); y los residuos que se marcan con un asterisco corresponden a los que ocupan la cara 8
del azicar. Las estructuras son complejos de Michaelis modelados en esta tesis (GpgS) yEXTL2 (Mendoza
etal., 2016); y en el caso de a3-GalT y LgtC ver referencias (Goémez etal., 2013) y (Gémez etal., 2012),
respectivamente.

Como puede observarse en la Figura 99, la pareja Asp245/Asp246 en EXTL2 y
Asp316/Glu317 en a3GalT se superponen perfectamente con la pareja Asp188/GIn189 en
LgtC (el residuo en negrita ocupa la cara B del azucar). En el caso de GpgS, el Glu232
ocupa una posicion analoga a la del Asp245, Asp316 y Asp188, y todos son residuos que
interaccionan con el hidroxilo 4 y/o 6 de los correspondientes azucares; aunque no se
encuentra un residuo que coincida con Asp246, Glu317 o GIn189. Por otra parte, a pesar de
que la Lys114 en GpgS, Arg135 en EXTL2, Arg220 en a3GalT y Arg86 en LgtC ocupan
posiciones analogas interaccionando con el hidroxilo 3 del azucar en todas estas GTs-ret,
no son residuos que el algoritmo pueda alinear pero se indican igualmente. Ademas, todas
las enzimas poseen el motivo DXD y hojas 3 paralelas tipicas de dominios tipo-Rossmann.
En EXTL2 y GpgS, la Arg293 y la Leu209 son residuos que pertenecen a una region
estructuralmente no conservada entre estas enzimas, sin embargo ocupan parte de la cara
B del azucar. A diferencia de las otras enzimas, en EXTL2 hay dos residuos en la cara 3 del
azucar, el Asp246 que es analogo a los residuos nucleofilicos de LgtC (GIn189) y a3GalT
(Glu317), y la Arg293 que interacciona fuertemente con el Asp246. La presencia de Arg293
se asocia a la naturaleza del sustrato aceptor y tanto Asp246 como Arg293, son residuos
altamente conservados a lo largo de la familia GT64 a la que pertenece EXTL2. (Mendoza
et.al., 2016)

Adicionalmente, al ubicarse en la zona de interaccién del sustrato aceptor, el segmento
base de la Arg293 se puede relacionar con los segmentos base de la Thr187 en GpgS,
Trp314 en a3GalT y Tyr186 en LgtC. Notar que aunque en las tres ultimas enzimas estos
residuos interaccionan unicamente con el aceptor, en EXTL2 la Arg293 también
interacciona con el azucar y con el Asp46 en la cara 3 del azucar.

Si ahora comparamos mas de cerca los sustratos y los residuos en el sitio activo de las
estructuras superpuestas, se pueden comentar algunas diferencias importantes respecto a
las caracteristicas que modulan la cara 3 de estas GTs-ret (Figura 100).
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Figura 100. Representacion de barras y esferas para GpgS (celeste), EXTL2 (rosado), LgtC (verde) y a3-GalT
(naranja). En cada caso se representan: el azicar del sustrato dador UDP-azticar (sdlo el anillo), parte del
sustrato aceptor (el fragmento reactivo), y los residuos estructuralmente relacionados que ocupan la cara 3 del
azucar. Los hidrégenos se colorean de gris yse sefialan las interacciones en las que participan los residuos de
la cara 3. Notar que los nombres de atomosyresiduos,asicomo las lineas discontinuas siguen los cédigos de
color de cada enzima, con la excepcion del Op, el C1 y el sustrato aceptor (AC) que se indican de manera
general.

En LgtC, la GIn189 interacciona con el O6¢, del sustrato aceptor (AC, 2.0 A) y ala vez se
ubica a 3.4 A del carbono anomérico (C1), una distancia que disminuye hasta 2.9 Aen el
TS2. (Gomez et.al, 2012) En el caso de a3GalT, el Glu317 puede interaccionar con el
HO4¢, del AC (1.5 A) y a la vez, se ubica a 4.3 A del C1 del azucar; una distancia que
disminuye hasta 2.5 Aenel IP. (Gomez et.al.,, 2013). En GpgS, la Leu209 se ubica a 4.3 A
del C1 en el Modelo 1 (4.1 A en Modelo 2), sin embargo no interacciona con el AC. Es
importante sefalar que nuestros resultados del Modelo 1 sugieren que las posibles aguas
podrian hacer de puente entre ambos sustratos, especialmente la W, y la W,. Por ultimo, en
EXTL2 hay dos residuos ocupando la cara 3 del azucar; por una parte esta el Asp246 que
se ubica a 5.4 A del C1ganac (Mendoza et.al., 2016) (4.6 A de Clgenac €n R-495), y como
puede verse en la Figura 100, su cadena lateral posee un carbono menos que las cadenas
laterales de GIn189 (LgtC) o Glu317 (a3GalT). Ademas esta la Arg293 que se ubica a 3.0y
3.5 A del 05 y el C1 de GalNAc, respectivamente (3.2 y 3.9 A, respectivamente en EXTL2-
GIcNAc, R-495). Simultaneamente, la Arg293 tiene a dos nitrdgenos del grupo guanidinio a
34y3.2 A del O6Bgcx del AC (3.8 y 3.9 A para los nitrdgenos analogos en EXTL2-GIcNAc,
R-495). Estas caracteristicas nos permiten concluir que las cadenas laterales de la pareja
Asp246-Arg293 juegan un papel analogo al de las cadenas laterales de GIn189 y Glu317 en
LgtC y a3GalT, respectivamente. La posicion que ocupa GIn189 y Glu317 en la cara B del
correspondiente azucar les permite interaccionar con ambos sustratos, y a la vez contribuir
a la estabilizacion de las especies OC. En EXTL2 la pareja Asp246-Arg293 puede llevar a
cabo esta doble tarea durante el mecanismo, es decir, la Arg293 interacciona con ambos
sustratos y el Asp246 estabiliza las especies oxocarbenio. En resumen, EXTL2 usa una
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pareja de residuos para llevar a cabo las tareas que en LgtC y a3-GalT realizan GIn189 y
Glu317, respectivamente. Esto es:

1. Mantener el sustrato dador y el sustrato aceptor en posiciones cercanas y
por consiguiente, adecuadas para la catalisis.

2. Contribuir a la estabilizacion de las especies oxocarbenio durante la
reaccion de transferencia.

En el caso de GpgS, aunque la Leu209 es capaz de estabilizar discretamente las especies
oxocarbenio (al igual que GIn189 en LgtC), no se encuentra en una posicion que le permita
interaccionar con el aceptor. En este caso, el sustrato aceptor no es un carbohidrato y
posiblemente los 7 residuos con los que interacciona el PGA en el sitio activo (Arg185,
Arg167, Thr187, Gly183, Gly184, Asn246 y His258) le permiten mantenerse en la cavidad
en una posicion cercana la sustrato dador. Cabe mencionar que el nimero de residuos con
los que interaccionan la lactosa en LgtC y a3-GalT, y GlcAB1-3Gal (EXTL2) es mas
pequeno; 5 residuos en LgtC (Tyr186, Phe132, Aps130, GIn189 e His78); 6 residuos en
a3GalT (Trp314, Glu317, Tyr250, Thr259, Trp249, GIn247); y 5 residuos en EXTL2 (Trp284,
Arg181, Tyr193, Arg293, Phe290). Ademas, en los modelos de Reactivo de GpgS esta la
interaccién HO3psa-Op (catdlisis asistida por sustratos), lo cual también ha de contribuir a la
correcta orientacion del sustrato aceptor (esta conclusién aplica tanto al Modelo 2 como al
Modelo 1).

La pregunta que surge en este punto es: ¢por qué en algunas GTs-ret se encuentra un
residuo nucleofilico mas fuerte en la cara B y en otras no? Esto esta relacionado con la
facilidad con la que ocurre la disociacion UDP-azucar. Creemos que esto se relaciona
basicamente con dos aspectos: i) la facilidad con que el nucledfiio de la reaccién (el
aceptor) pueda establecer la interaccion con el Op (catélisis asistida por sustratos); y ii) la
propia naturaleza quimica del aceptor. Los modelos proporcionados por LgtC, a3GalT, y
EXTL2 nos permiten llegar a esta conclusion pues las tres enzimas poseen un residuo
estructuralmente analogo en la cara B (Figura 99, ver *) que puede interaccionar al mismo
tiempo con el azucar y con el aceptor. En el caso de LgtC y a3GalT, este residuo también
es capaz de interaccionar favorablemente con las especies oxocarbenio. Contrariamente,
en EXTL2 el residuo en cuestidon no puede estabilizar las especies oxocarbenio porque se
trata de la Arg293 y es por eso que el Asp246 también es necesario. Ademas, como se ha
comentado antes, es esencial porque compensa el efecto desfavorable de la Arg293. En
otras palabras, parece ser que un residuo nucleofilico fuerte como Asp o Glu seria
necesario en la cara B del azucar cuando hay factores que hacen mas dificil la disociacién
UDP-azucar. Un factor que afecta tal proceso (aspecto i) es la habilidad que un determinado
Nuc tenga para formar la interaccion con Op ya en los reactivos (Op-Nuc). En EXTL2 y
a3GalT el hidroxilo nucleofilico (Nuc) puede formar una interaccion intra-molecular con el
O6B de GIcA y el O4 de Gal, respectivamente (Figura 101.A), por lo que la interaccién Op-
Nuc podria ser mas dificil de formase en el reactivo. Ademas, en EXTL2 esta la Arg293
desfavoreciendo sustancialmente la formacion de las UDP----OC EI hecho de que
justamente en estas dos enzimas se encuentre un residuo nucleofilico fuerte en la cara 8
del azucar, apoya nuestra hipétesis acerca de que el grado de dificultad de la disociacion
UDP-azucar, modulara el tipo de residuo que aparece justo debajo del azucar.
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Figura 101. Representacion de los sustratos, los residuos de la cara (3 del azicar ylas interacciones en las que
participan (lineas discontinuas) para A: EXTL2 (rosado) y a3GalT (naranja) y B: GpgS (celeste) y LgtC (verde).
Se indican las interacciones intra-GlcA (EXTL2) o intra-Gal (a3GalT), junto a la interaccion HO4 ca/HO3ca-Op
(LgtC) y HO3pea-Op (GpgS). El O3ca de LgtC es de color verde para diferenciarlo del O3pga (rojo). También se
incluyen las interacciones en las que participa el residuo nucleofilico en cada caso.

En EXTL2 la Arg293 puede interaccionar con el carboxilato de GIcA, y en a3GalT el Glu317
puede interaccionar con HO4g,. El Glu317 y el Asp246 son residuos nucleofilicos fuertes,
aunque su habilidad como nucledfilo deberia verse reducida por la fuerte interaccion que
forma con el aceptor en el caso de Glu317, y con la Arg293 en el caso de Asp246. Sin
embargo, sus capacidades para estabilizar las especies oxocarbenio o ejercer el empujon
nucleofilico no deberian verse perjudicadas por esto. Notar que en a3GalT y EXTL2 no se
establece la interaccién Op-Nuc en el reactivo debido a que el Nuc forma una interaccion
intra-molecular: O4¢,-HOS3g, ¥ O6Bgica-HO4ga, respectivamente. Aunque se debe recordar
que en EXTL2.GIcNAc esta interaccion esta presente, lo cual indica que en esta enzima el
principal factor que dificulta la disociacion UDP-azucar esta relacionado con la Arg293.
Distinto es el caso de GpgS y LgtC, en las que la interaccion Op-Nuc esta presente desde el
principio, es decir, se encuentra en el reactivo. En estas dos enzimas también se encuentra
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un residuo que podria tener cierto caracter nucleofilico (aunque mucho mas débil) en la cara
B del azucar, la Leu209 y la GIn189 en GpgS y LgtC, respectivamente, sin embargo la
estabilizacion que estos residuos nucleofilicos pueden dar es menor porque son neutros. Es
presumible que la disociacién UDP-azucar sera mas facil o energéticamente menos costosa
en el caso de GpgS y LgtC, pues ambas poseen un residuo nucleofilico que puede
estabilizar discretamente las especies OC y ademas, tienen la interaccion Op-Nuc que
contribuira a la estabilizacién del UDP durante la disociacién; ademas, en LgtC también se
forma la interaccion inter-sustratos HO3¢,-Op (1.9 A, Figura 101.B). Para poder verificar
cualitativamente estas ideas, se han calculado las contribuciones electrostaticas de los
residuos de la cara B del azucar y del aceptor a lo largo de la disociacion UDP-azucar para
cada enzima. (Figura 102 y 103). Antes de entrar en la discusion con respecto a lo anterior,
vale la pena recordar que GIn189 interacciona cercanamente con el O6g,, €n cambio la
Leu209 no interacciona con PGA. Posiblemente, esto es una consecuencia de la distinta
naturaleza de los sustratos aceptores en LgtC y GpgS (Figura 101.B). De hecho, de los
sistemas aqui comparados, vemos que en los casos en que el sustrato aceptor es un
azucar (varios grupos hidroxilos que podrian atacar al carbono anomérico), los residuos de
la cara 3 del monosacarido transferido interaccionan con el aceptor. Esto nos puede llevar a
sugerir que esta interaccion ayuda al aceptor a adoptar la buena orientacion para la
regioespecificidad mostrada por la enzima.

La disociacién de EXTL2 resulta ser energéticamente la mas costosa, lo cual es légico
porque hay una Arg293 en la cara 3 que desfavorece sustancialmente la formacién de las
especies oxocarbenio y ademas no esta presente la interaccién Op-Nuc. Hay que tener en
cuenta que en la reaccion de ataque frontal la interaccién Op-Nuc se forma muy
tempranamente (ver capitulo de EXTL2:GalNAc), pero que aqui, utilizando solo como
coordenada la distancia UDP-GalNAc, esta interaccion no se forma.
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Figura 102. Curvas de energia potencial a nivel QM(M05-2X/TZVP)MM/QM(BP86/TZVP)/MM para la
disociacion de UDP-GalNAc en EXTL2 (linea rosada), UDP-Glc en GpgS (linea celeste), UDP-Gal en a3GalT
(linea amarilla) y UDP-Gal en LgtC (linea verde). La coordenada de reaccion se define como RC = d(C7-0Op).

También se indican las distancias Op-Nuc (lineas discontinuas de rayas y puntos), y las distancias de los
residuos nucleofilicos Asp246 (EXTL2), Leu209 (GpgS), Glu317 (a3GalT) y GIn189 (LgtC), con respecto al

carbono anomeérico (lineas discontinuas de rayas).

En este caso, el mutuo acercamiento de 1 A entre C1 y el Asp246 puede generar una
contribucién electrostatica importante que estabiliza las especies oxocarbenio (catalisis
asistida por nucledfilo) (Figura 103). En el caso de a3GalT y GpgsS, las curvas de energia
potencial para la disociacion del sustrato dador son semejantes, alcanzando valores
maximos de 20 y 17 kcal/mol, respectivamente. Esto es curioso pues en GpgS la interaccion
HOSBpsa-Op estabiliza la carga de UDP (Figura 102), pero no en a3GalT pues no se llega a
formar la interaccion HO3g,-Op y tampoco hay otra interaccion entre sustrato dador y
aceptor. Ademas, la distancia HO3g,-Op incluso aumenta ligeramente a lo largo de la
disociaciéon desde 4.05 A hasta 4.45 A (Figura 102). Nuevamente, hay que tener en cuenta
que en la coordenada de reaccion por ataque frontal en a3GalT esta interaccidn si aparece,
pero no cuando, como aqui, se utiliza solo la coordenada de disociacion UDP-Gal. Al
considerar el mutuo acercamiento entre Glu317 y carbono anomérico, se observa que la
distancia entre ellos se reduce en 1 A al igual que C1 y el Asp246 en EXTL2, por lo que es
de esperar que la catalisis asistida por nucledfilo esté estabilizando las especies
oxocarbenio y de esta manera, compensando el hecho de que el UDP no pueda ser
estabilizado por el aceptor durante la disociacion. En GpgS también actua la catalisis
asistida por nucledfilo pero su efecto ha de ser menor que el del Glu317 (estas
contribuciones se analizaran en detalle a continuacion). Por otra parte, en LgtC la
disociacion es sorprendentemente facil y dos cosas pueden explicar este resultado.
Primero, la interaccion HO4s,-Or €s muy buena (muy corta, Figura 102) desde el principio
de la disociacion y segundo, el GIn189 se acerca rapidamente al carbono anomérico y es la
distancia mas corta que se observa entre cualquiera de los residuos nucleofilicos vy el
respectivo azucar, se reduce hasta 2.7 A. Ademas, en LgtC hay un segundo hidroxilo de la
lactosa aceptora que interacciona con el fosfato del UDP, estabilizando la carga negativa
creciente. Asi, la contribucion electrostatica del aceptor lactosa y el residuo nucleofilico
GIn189 deberia de ser buena.
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QM(MO5-2X/TZVP//BP86/TZVP)/CHAR M(MM).

Observando la Figura 103, se ve que en el caso de LgtC la mayor contribucion la brinda el
aceptor (LAT), la cual alcanza los -19 kcal/mol mientras que la contribucion de GIn189 es
menor que 4 kcal/mol durante toda la disociacién. En el caso de a3GalT, la mayor
contribucién proviene del Glu317 ( -12 kcal/mol en el ultimo punto), aunque el sustrato
aceptor incluso desfavorece ligeramente a las especies OC, lo cual podria deberse a que no
existe ninguna interaccion inter-sustratos. En GpgS, las contribuciones de la Leu209 y el
sustrato aceptor (PGA) son similares, aunque la ultima es un poco mas grande, sobre todo
en el ultimo punto de la disociacion en el que la contribucion de PGA es de -7 kcal/mol, y la
de la Leu209 es de -4 kcal/mol. De esta manera, es posible que las curvas de energia
potencial para la disociaciéon de UDP-azucar en a3GalT y GpgS sean similares porque las
contribuciones de PGA y Leu209 practicamente igualan a la contribucion de Glu317 en la
cara B de Galactosa. Por supuesto, hay otros residuos que estabilizan a UDP y que en este
calculo no se consideran, sin embargo esto deja en evidencia que un residuo nucleofilico
fuerte como Glu o Asp puede llegar a contribuir sustancialmente durante la disociacién del
sustrato dador a través de las estabilizaciéon de las especies oxocarbenio.

Por ultimo, la curva de disociacion en EXTL2 resulta ser la mas alta, lo cual se relaciona con
el efecto desfavorable de la Arg293 y por supuesto con la ausencia de la interaccion
HO4::4-Op. A pesar de que esta Ultima interaccién no se ha formado aqui, la contribucion
electrostatica del sustrato aceptor es bastante alta, lo cual ha de relacionarse con las otras
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dos interacciones inter-sustratos que se establecen en EXTL2: HN2'canac-O3cica Y O1B-
HO3gca. Por otra parte, el Asp246 también brinda una estabilizacién sustancial que
corresponderia casi a la mitad de la contribucion del aceptor. Teniendo en cuenta la gran
contribuciéon que pueden brindar el aceptor y el Asp246, -30 y -12 kcal/mol,
respectivamente, en el Ultimo punto, resulta curioso que la disociacién de UDP-GalNAc sea
energéticamente la mas costosa. Sin embargo, sabemos que en la cara 3 de GalNAc esta
la Arg293 a corta distancia del centro anomérico; antes se ha mostrado que la Arg293
desfavorece a las especies oxocarbenio y es por eso que en la Figura 103 también se
incluye la contribucion conjunta de la pareja Asp246-Arg293. Esta resulta en una
estabilizacion muy escasa a lo largo de practicamente todo el proceso, y tal vez esta es la
razon por la que la disociacion del sustrato dador es la mas costosa energéticamente, a
pesar del gran efecto favorable del sustrato aceptor.

7.4 Conclusiones

En este capitulo se han estudiado en detalle las disociaciones de los sustratos dadores de 4
GTs-ret pertenecientes a diferentes familias: EXTL2 GT64, GpgS GT81, a3GalT GT6 y LgtC
GT8, todas del clan GT-A. También se han calculado las contribuciones electrostaticas del
sustrato aceptor y de los residuos de la cara B del respectivo azucar. Las cuatro enzimas
muestran la importancia de la estrategia de catalisis asistida por sustratos y también indican
gue en un sistema en el que se establecen pocas o ninguna interaccion inter-sustratos en el
reactivo (disociacion UDP-azucar energéticamente mas costosa), el residuo nucleofilico de
la cara B del azucar puede llevar a cabo la catalisis asistida por nucledfilo de una forma muy
eficiente. Este es el caso de a3GalT, en la que el sustrato aceptor lactosa presenta un
puente de hidrégeno intramolecular que no le permite interaccionar con el UDP, requiriendo
un residuo nucleofilico fuerte que pueda estabilizar sustancialmente las especies
oxocarbenio durante la disociaciéon UDP-Gal. Distinto es el caso de LgtC y GpgS, en las que
la interaccion Op-Nuc esta presente en el reactivo y la catalisis asistida por sustrato se
puede llevar a cabo. Ademas, en LgtC esta la interaccion Op-HO3g,, una interaccion inter-
sustratos adicional que debe hacer aun mas eficiente la catalisis asistida por sustratos.
Finalmente, EXTL2 representa un caso especial porque tiene una pareja Asp246-Arg293 en
la cara B del azucar. Esto ha permitido identificar que el residuo de la cara B del azucar
puede estabilizar las especies OC y/o interaccionar con ambos sustratos manteniéndolos en
posiciones adecuadas para la catélisis. Este es el caso de GIn189 en LgtC y Glu317 en
a3GalT. En EXTL2 es la pareja Asp246-Arg293 la que puede llevar a cabo esta tarea,
usando a la Arg293 para mantener las interacciones inter-sustratos y Asp246 para
estabilizar las especies oxocarbenio. A pesar de que en EXTL2 el sustrato aceptor puede
estabilizar bastante durante la disociacion del sustrato dador, el residuo nucleofilico Asp246
se necesita igualmente debido a que la Arg293 desfavorece a las especies oxocarbenio.

En base a estos andlisis, concluimos que la naturaleza del sustrato aceptor modula la cara
B del azucar y esta podria ser la razén por la cual no se observa una arquitectura estructural
conservada en esta region a través de todas las familias de GTs-ret.
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8 Conclusiones Generales

El mecanismo a través del cual las GTs catalizan la formaciéon del enlace glicosidico con
retencion de la configuracion del carbono anomérico del azucar que se transfiere, es un
area de investigacion complicada y a pesar de los avances durante las ultimas décadas,
sigue siendo existiendo algunas incognitas. A nivel experimental ha sido dificil obtener
evidencia para cualquiera de las dos propuestas de mecanismo, la de doble desplazamiento
a través de un intermedio CGE, o el mecanismo de ataque frontal o sustitucion nucleofilica
tipo Sni. El primero ha ido perdiendo sustento a lo largo de los afios, por lo menos como
mecanismo general, debido a que sdélo en una familia de GTs-ret se observa un residuo
nucleofilico fuerte en la cara 3 del azucar que pueda actuar como nucledfilo para formar el
CGE. Nos referimos a la familia GT6, a la cual pertenece a3GalT, aunque esto puede ser
considerado una excepcidon pues la mayoria de las GTs-ret no tienen una arquitectura
conservada en la cara B del azucar y por consiguiente, el residuo nucleofilico fuerte que se
esperaria encontrar en esta cara no aparece. Esto es completamente distinto a lo que se
encuentra en las GHs-ret, en las que el nucledfilo que forma el CGE antes del ataque del
agua es conservado en todas las GHs-ret. En vista de esta informacion se propuso un
mecanismo alternativo, el mecanismo de ataque frontal, en el que el sustrato aceptor ataca
por la misma cara por la que UDP sale. La caracteristica de ataque frontal en esta
propuesta supone una repulsion estérica grande entre grupo saliente (UDP) y nucledfilo
(sustrato aceptor), aunque se debe tener presente que el UDP actuara como base catalitica
activando el nucledfilo de la reaccién y a la vez, estabilizando el desarrollo de carga
negativa que se genera por la rotura heterolitica UDP-azucar. Asi, el grupo saliente y el
nucledfilo entrante forman una interaccion clave que permite que ambos grupos actuen por
la misma cara.

En esta tesis se ha utilizado la aproximacion QM(DFT)/MM(CHARMM) para estudiar la
transferencia de tres azucares diferentes en dos enzimas. Una de ellas es GpgS de
Mycobacterium Tuberculosis (GT81), cuyo sustrato dador y aceptor corresponden a UDP-
Glc y PGA, respectivamente. La otra enzima corresponde a EXTL2 (GT64), que es
cataliticamente activa para dos azucares que forman parte de los sustratos dadores: UDP-
GalNAc y UDP-GIcNAc. El sustrato aceptor es GIcAB1-3Gal, un analogo del nucleo de
unién comun GAG-proteina a partir del cual se inicia la biosintesis de varios GAGs.

En GpgS se caracteriza un mecanismo de ataque frontal con la participacion clave del
sustrato aceptor PGA a través de su grupo carboxilato (COOpga), Y también a través de la
interaccién Op-HO3pgs; ademas, la Leu209 en la cara B de la Glucosa provee una
estabilizacion discreta a las especies oxocarbenio. En el caso de considerarse las posibles
aguas en el sitio activo, se comprueba que éstas son capaces de facilitar el mecanismo de
ataque frontal interaccionando con ambos sustratos: el grupo COOpga, Y con la Glucosa a
través de O2 y C1-H1 (Modelo 1). Independiente de si hay aguas o no en el sitio activo, el
mecanismo que sigue GpgS corresponde a un ataque frontal, y aunque a nivel experimental
es dificil estar seguro de que las densidades electrénicas corresponden a las aguas por la
movilidad que estan tienen, es muy probable que entren en el sitio activo.
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EXTL2 cataliza un mecanismo de ataque frontal con la participacion clave de una pareja de
residuos en la cara B GalNAc o GIcNAc, Asp246-Arg293. Esta pareja de residuos convierte
a EXTL2 en una enzima muy peculiar pues un residuo con carga neta positiva en la cara 3
no parece adecuado por la carga positiva que se desarrollara en el azucar que se transfiere.
Los diferentes andlisis que hemos llevado a cabo nos han permitido identificar el rol que
esta pareja de residuos lleva a cabo en la enzima durante la catalisis del mecanismo de
ataque frontal. A pesar de que la Arg293 desfavorece a las especies oxocarbenio, es
fundamental para mantener el sustrato aceptor en una posicion adecuada para la reaccion,
ademas de que facilita la formacién de la interaccion Op-HO4ga. El Asp246 también es
clave en el mecanismo porque es capaz de estabilizar sustancialmente las especies
oxocarbenio y a la vez, compensar el efecto desfavorable de la Arg293 en la cara [3.

En el capitulo 7 de esta tesis, se han investigado y comparado las disociaciones de los
sustratos dadores de LgtC (UDP-Gal), a3GalT (UDP-Gal), GpgS (UDP-GIc) y EXTL2, para
la que se ha utilizado el sustrato dador UDP-GalNAc. Ademas, se calcularon las
contribuciones electrostaticas del sustrato aceptor y del o los residuos de la cara B de los
azucares. Los resultados de estos estudios nos permiten generalizar las implicaciones
mecanisticas de los residuos de la cara B del azucar transferible y aportar nueva
informacion respecto a esta zona estructuralmente no conservada en las GTs-ret. En este
sentido, las principales conclusiones de nuestros resultados computacionales son:

1. El mecanismo de ataque frontal parece ser el mecanismo preferido o general de las
GTs-ret (por lo menos para las estudiadas hasta la fecha). A pesar de que en
algunas enzimas, como las de la familia GT6 (a3GalT) o GT64 (EXTL2), se
encuentra un residuo nucleofilico fuerte en la cara B del azucar, el rol de éste no
seria participar en la formacion del intermedio CGE, sino contribuir a la
estabilizacion de las especies oxocarbenio que se generan antes del ataque
nucleofilico. Como limite de maxima estabilizacion, es posible que haya
configuraciones del sistema enzima:sustratos en que este residuo nucleofilico
fuerte y la especie oxocarbenio puedan llegar a colapsar y formar un CGE. Pero no
parece ser una estrategia necesaria, y menos teniendo en cuenta la reorganizacion
nuclear y electronica posterior necesaria para llegar al producto final.

2. La habilidad nucleofilica del residuo de la cara B del azucar que se transfiere, en el
caso de que esté presente, es disminuida por las interacciones que forma con el
sustrato aceptor, y en EXTL2, por su fuerte interaccién con la Arg293 que
interacciona con el sustrato aceptor.

3. El o los residuos que se encuentran en la cara [ del azucar parecen estar
principalmente determinados por el grado de dificultad con que se rompera el
enlace UDP-azucar. Esto a su vez esta fuertemente relacionado con la naturaleza
quimica del sustrato aceptor. Teniendo en cuenta que hay un grupo de residuos
que estabilizan al UDP en todas las GTs-ret, si el aceptor también puede estabilizar
la carga negativa que se desarrolla sobre el UDP, el residuo nucleofilico que se
encuentre en la cara 3 de la GT-ret no sera tan fuerte como un Asp o un Glu pero
incluso asi, podra brindar una estabilizacion discreta a las especies oxocarbenio.
De lo contrario, el residuo tendrd una carga negativa y podra estabilizar
sustancialmente el desarrollo de carga positiva en el azucar durante el mecanismo
(catalisis asistida por nucledfilo).
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4. Ademas, la cadena lateral de estos residuos de la cara B interacciona con el
sustrato aceptor. Eso es asi, por lo menos, para todos los sistemas estudiados
hasta ahora en los que el aceptor es otro azucar, pero podria darse también para
otros tipos de sustratos.

5. Por lo dicho en las conclusiones 3 y 4, los residuos GIn189 en LgtC y Glu317 en
a3GalT pueden ejercer su doble funcion (estabilizacion de la carga positiva
naciente en el carbono anomérico y anclaje del aceptor). Por el contrario, la
presencia del grupo carboxilato en el GIcA de EXTL2 obliga a que el anclaje del
aceptor lo haga un residuo con carga positiva, la Arg293, la cual necesitara el
Asp246 para contrarrestar su efecto desestabilizante sobre el carbono anomérico.

6. La estabilizacion de la carga negativa que adquiere el grupo saliente (UDP) es
fundamental en la catalisis. Esta estabilizaciéon es realizada por diferentes residuos
enzimaticos, en algunos casos moléculas de agua, y también por el sustrato
aceptor, que dependiendo de su estructura establecera sodlo la interaccién Op-Nuc,
0 mas interacciones inter-sustratos.

7. La interaccion inter-sustratos mas importante es el enlace de hidrogeno entre UDP
y el hidroxilo nucleofilico (Op-Nuc). A pesar de que la abstraccién del proton no
ocurre hasta que la especie UDP----OC esta altamente disociada, esta interaccién
aparece tempranamente en el camino de reaccidén para estabilizar la salida del
grupo saliente y favorecer la cercania entre los sustratos, reduciendo las
repulsiones estéricas inherentes a este mecanismo (catalisis asistida por
sustratos).

8. Ademas de reducir las repulsiones estéricas, la necesidad de las interacciones
inter-sustratos en la catalisis podria estar relacionada con evitar la hidrdlisis del
sustrato dador activado UDP-azucar.

De esta manera, concluimos que el mecanismo que catalizan las GTs-ret esta influenciado
por diferentes factores que incluyen la naturaleza del sustrato aceptor y la especificidad del
enlace glicosidico que se formara. El tipo de sustrato aceptor influenciara los residuos que
se encuentren en la cara B del azucar que se transferira, lo cual se debe a que si las
interacciones inter-sustratos no son suficientes para estabilizar al UDP y compensar las
repulsiones estéricas entre los sustratos, sera necesaria una estabilizacion adicional que
favorecera las especies oxocarbenio. La estabilizacion de estas especies sera llevada a
cabo por un residuo nucleofilico en la cara B del azucar, que puede ser neutro o con carga
neta negativa. Cabe mencionar que este residuo nucleofilico, en caso de estar presente, no
implica necesariamente la formacién del intermedio covalente CGE. La propuesta inicial de
gue el mecanismo que retiene la configuraciéon del carbono anomérico en las GTs-ret podria
ser analogo al mecanismo de retencion que catalizan las GHs-ret, ha llevado a asumir que
la presencia de un residuo nucleofilico en la cara B del azucar supone la formacion del
CGE. Sin embargo, nuestros estudios indican que este residuo es esencial cuando la
catalisis asistida por sustratos falla (Glu317 en a3GalT), o existe un factor desfavorable pero
necesario como la Arg293 (el Asp246 en EXTL2).
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