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Introduccion

1.1 Actividad biologica: receptor y ligando

La expresion actividad bioldgica suele englobar toda la serie de procesos que tienen
lugar en un organismo como resultado de la influencia de un compuesto, en general,
xenobiéticd. Un compuesto es biolégicamente activo suele ejercer su actividad
interaccionando con una macromolécula endégena denominada receptor. En adelante
nos centraremos en los receptores mas usuales, es decir, aquéllos de naturaleza proteica.
Al compuesto biolégicamente activo lo denominaremos ligando, dado que su unién al
receptor desencadena los procesos asociados a su efecto biologico.

Para llegar hasta el receptor macromolecular, la estructura quimica de un ligando
exdgeno debe facilitar su biodistribucién en el organismo, permitiendo superar procesos
tales como la absorcion intestinal, el paso de la barrera hematoencefalica o bien, ya a
nivel celular, el acceso a la estructura celular donde se halla el receptor, atravesando la
membrana de la célula. Una vez proximo al receptor, el ligando debe alcanzar el sitio
activo (ode unién), que es donde se concreta especificamente la interaccion ligando-
receptor. A nivel molecular, el sitio activo puede estar parcialmente expuesto al
solvente o bien enterrado dentro de la estructura del receptor. En este caso, el ligando
hace uso de cavidades y canales presentes en la estructura molecular del receptor para
migrar a través de la matriz proteica y alcanzar el sitio activo.

En general el ligando es una molécula pequefia en comparacion con su receptor
macromolecular. Su tamafio oscila desde moléculas diatdmicas sencillas £d2» O
NO hasta aquéllas de mayor tamafio que pueden alcanzar algunas decenas de atomos.
Un tipico ejemplo de actividad bioldgica relacionada con moléculas diatomicas es la
respiracion pulmonar, pues la captacion dee€a mediada por la hemoglobina, siendo
posteriormente transportada por la sangre hasta alcanzar tejidos como el musculo,
donde se almacena en la mioglobina. La interaccion,dm@dichas proteinas implica
la migracion a través de diversos sitios de union en la matriz proteica hasta alcanzar la
cavidad que contiene el grupo prostético hemo.

Por otro lado, los compuestos bioactivos de mayor tamafo incluyen el principio
activo (farmaco) de medicamentos, o bien moléculas enddgenas sintetizadas y liberadas
por el mismo organismo. La mayor complejidad asociada a la estructura quimica de

dichos ligandos hace que su actividad biologica refleje el balance de diversos factores,
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Introduccion

gue incluyen no solo la migracion hacia el centro de union, sino la interaccion entre los
grupos quimicos del compuesto bioactivo y los residuos presentes en el centro activo, la
desolvatacioén del ligando (y del centro de unién del receptor), el coste energético
asociado a la seleccion de a conformacion bioactiva, asi como contribuciones entropicas
debido a la reduccién en la flexibilidad conformacional de ligando y receptor y la
expulsion de moléculas de agua de hidratacion.

En el presente estudio nos centraremos en procesos asociados a la difusion
molecular del ligando a través de la matriz proteica hasta el sitio de union, asi como la
seleccion de la conformacién bioactiva implicada en el reconocimiento ligando-

receptor.

1.2 Flexibilidad molecular, espacio conformacional y afinidad

Exceptuando moléculas sencillas comg @nto ligandos como receptores son
moléculas flexibles. Por tanto, la comprension de los procesos descritos anteriormente
es extremadamente compleja dado que no existe una Unica representacion
tridimensional de estas moléculas cuando estan libres en solucién o formando el
complejo ligando-receptor a la temperatura del organismo. Por el contrario, receptores y
ligandos poseen una gran cantidad de estados térmicamente accesibles, que definen el
espacio conformacional accesible a una temperatura determinada, y que reflejan
esencialmentela flexibilidad interna debida a rotaciones a través de enlaces simples.

La riqueza conformacional de una molécula aumenta exponencialmente con su
tamafio dado que cuantos mas atomgspor lo tanto, enlaces, angulos y torsienes
posea, tantos mas grados de libertad existiran. Estos grados de libertad no son de
naturaleza aditiva, sino que se multiplican dando origen a un nimero muy elevado de
posibles estados conformacionales, que deben ser considerados a priori en el proceso de
formacion del complejo ligando-receptor.

Tanto la difusion del ligando a través de la matriz proteica como la unién en el
centro activo del receptor son procesos intimamente relacionados con la flexibilidad
conformacional de ligando, receptor y complejo ligando-receptor. Dichos procesos
determinan la afinidad entre ligando y recehtque a su vez esta relacionada con la
cinética de asociacion y de disociacion entre ligando y receptor, tal como se expresa en
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la|Figura 1.2.1.

l ¥
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Figura 1.2.1. Esquema ilustrativo del proceso de union entre ligando (L) y receptor (R)
para dar el complejo (LR). Definicion de la constante de equilibrio K4 asociada al
proceso.

Las constantes cinéticag i ko dependen tanto de los procesos de entrada y salida
del ligando, asi como de la interaccion entre ligando y receptor. La cinética de
disociacion, regulada pogd es unimolecular e inversamente proporcional al tiempo de
vida medio del complejo ligando-receptor (LR). Por otro lado, la cinética de asociacién,
regulada por d, es bimolecular, reflejando la probabilidad de que ligandoy(L)

receptor (R) den lugar a la formacion del complejo.

1.3 Globinas y ligandos bimoleculares

Las globinas son proteinas presentes en todos los organismos vivos que poseen el
grupo prostético hemo en su estructura, lo que les permite exhibir una elevada
sensibilidad a moléculas diatdbmicas, comgp IO y CO. Pertenecen a la superfamilia
de las hemoproteinas, aunque comparten algunas caracteristicas distintivas
Recientemente Janeth Thorrtog colaboradores han estudiado mas de 2300
hemoproteinas presentes en el Protein Data Bank (PDB), observando una amplia
diversidad en las funciones de los 34 grupos en que se han clasificado. Ello refleja
variaciones en la forma, volumen y entorno quimico del sitio de union y en el modo de

unién del hemo y la naturaleza de las interacciones hemo-proteina. Este estudio
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Introduccion

demuestra la diversidad estructural y funcional existente dentro de esta superfamilia.

La secuencia de las globinas, como subgrupo de las hemoproteinas, puede variar
considerablemente de una a otra. Sin embargo, poseen una estructura terciaria comuan
conocida como plegamiento globina, formado esencialmente por la disposicion de tres
hélices alfa apiladas sobre otras tres hélices alfa. Ademas, algunos residuos se hallan
extremadamente conservados en posiciones especificas. Sin embargo, la evolucién ha
colocado determinados aminoacidos en zonas sensibles de la estructura tridimensional
(3D) de cada globina, que modulan en gran medida tanto la difusion como la afinidad
de ligandos, condicionando por tanto la funcion biolégica de dichas hemoglobinas.

El caso prototipico de globina es el de la mioglobina (Mb), no so6lo por ser miembro
del primer linaje sino también por tratarse de una de las proteinas mas estudiadas. Esto
le ha valido lactiqueta del “4tomo de hidrégeno de la biologiaKendrevi resolvio
hace mas de 50 afios su estructura 3D lo que le vali6 el Premio Nobel de Quimica en
1962. Pese a la multitud de estudios acerca de esta globina, aun hoy es motivo de debate
y estudio por su complejidad, relevancia y funcién biolégica.

La Mb es una globina citoplasmatica de 154 residuos que, como la hemoglobina
(Hb), une reversiblemente ;,OEn tanto que Mb exhibe un comportamiento de
Michaels-Menten, el tetramero de Hb posee una curva sigmoidea de saturacign de O
Hb posee, de este modo, el conocido efecto alostérico. La funcién biologica que se
atribuye a Mb es la reserva de én el musculo, reflejado por ejemplo en mamiferos
marinos que deben pasar largos periodos de apnea. Entre otras funciones, se ha
propuesto que sirve de proveedor dg i@racelular, manteniendo su concentracion
constant® Se han propuesto otras funciones, que son alin motivo de controversia, y ha
sido relacionada con la inactivacién de NO asi como de especies reactivas deé oxigeno

La naturaleza y disposicion 3D de los residuos en el plegamiento globina condiciona
la existencia de una red de canales y cavidadda matriz proteica, que regulan el
acceso selectivo de ligandos. Asi, pues, la accesibilidad de los ligandos puede verse
afectada por la presencia de barreras asociadas a la transicion entre diversas cavidades,
o incluso por la presencia de ciertos aminoacidos que pueden actuar como puertas de
acceso a través de tunéle®or otro lado, la presencia de aminoacidos dadores de
puente de hidrogeno en el sitio de unidn, generalmente ubicados en la cavidad distal,

modulan la energia del enlace que se establece entre el ligando y el grufoemo
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mayor numero de puentes de hidrogeno entre la proteina y el ligando unido al hemo
mayor es la energia asociada a la unién ligando-receptor. Este efecto es conocido como
efecto distal.

Por otro lado, la reactividad del grupo hemo se ve afectada por la estructura local de
la histidina proximal, Unico residuo conservado en todas las globinas conocidas. Esto
redunda en una modulacién de la afinidad por ligandos como oxigeno que se conoce
como efecto proximél En algunos casos el plano del anillo imidazélico de la histidina
proximal se halla orientado en una conformacion alternada respecto a los nitrégenos
pirrélicos del hemo mientras que en otros esta eclipsado. La leghemoglobina (Lba) es
un ejemplo del primer caso y la Mb del segundo. La conformacion alternada permite
una mejor donacion de carga de la histidina al hierro del hemo, lo que refuerza la
retrodonacién pi de éste al ligando, aumentando la fuerza del enlace Fedliganplor
ello que, pese a tener entornos distales similareg; tieH.ba es menor que la de Mb.

La combinacién de estas diferencias estructurales en la cavidad del grupo hemo abre
un abanico de propiedades muy diferenciadas entre las globinas. Es por ello que éstas
cumplen funciones tan diversas como el transporte y almacenamiento de gases,
propiedades sensoras relacionadas con el control de determinados procesos, la
oxidacion de compuestos organicos, el transporte de electrones y la catalisis de
reacciones entre especies reactivas de oxigeno y nitfégého

Estas funciones estan determinadas por la afinidad selectiva de las distintas globinas

por los diferentes ligandos bimoleculares. A su vez, ello depende de la relacion entre las

constantes cinéticag iy ko para diversos ligandos di y triatdbmicos (Figura 3.3.1

" . j" '."‘ /
distal site /7 A f distal site \
| R £f f \

| \ i/ { R \
f noy-n T/ / i[ [ N(O)--H \

Figura 1.3.1. Proceso de asociacion (kon) y disociacion (ko) en globinas
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El proceso de asociacion, determinado pgy, kKepende esencialmente de la
accesibilidad del ligando a la cavidad distal, donde tendra lugar la coordinacion con la
posicion axial vacante del grupo prostético hemo. Dado que la formacién del enlace con
el Fe es generalmente rapftel, proceso de asociacién esta determinado en general por
la migracion del ligando a través de la proteina. La migracion sucede a través de
cavidades contiguas por las que el ligando debe difundir, superando barreras energéticas
asociadas al paso entre las mismas gracias a las fluctuaciones térmicas. El conjunto de
cavidades conforma un sistema de tuneles que pueden estar regulados por diversos
mecanismos, como la presencia de residuos que limitan o facilitan el acceso de
ligandos, tal como se ha descrito en las hemoglobinas truncadas (frHbs)

El proceso de disociacion, dado paj, kesta determinado por varios factores
relacionados con la estabilidad del enlace ligando-Fe. Entre ellos podemos mencionar la
fuerza del propio enlace ligando-Fe, la interaccion del ligando con residuos dadores de
puente de hidrégeno en la cavidad distal, asi como otras formas de interaccion no
covalente con residuos distales. A su vez, una vez completada la ruptura del enlace
ligando-Fe, la probabilidad de escape del ligando del sitio distal y la difusion a través de
la matriz proteica también pueden afectar el proceso disociativo. La hemoglobina
truncada N de Mycobacterium tuberculogi#{rHbN) es un ejemplo de bajaskpor
estabilizacion del ligando por varios puentes de hidrégeno con residuos distales
(TyrB10, GInE113%*

La funcion biolégica de hemoglobinas también puede verse afectada por otros
factores, como la adopciéon de una estructura cuaternaria en condiciones fisiologicas.
Mientras algunas de ellas se hallan como monémeros, como Mb, en otras la estructura
fisiologica involucra diversas subunidades, formando agregados poliméricos, como la

Hb de mamiferostt®t’

cuya estructura tetramerica estd unida al efecto alostérico
presente en la unién de.O

Estructuralmente, el motivo de plegamiento 3D mas extendido es el conocido como
apilamiento de hélices 3-sobre-3, aunque en las ultimas décadas se han hallado nuevas
estructuras como el apilamiento 2-sobre-2, que define al subgrupo de hemoglobinas
2/2Hbs, cuya secuencia esta acortada en unos 20 o 30 aminoacidos con respecto a la
mioglobina. Este motivo se halla presenteMtfirHbN, que participa en la regulacién

de la detoxificacion de N2 Otro subgrupo con peculiaridades estructurales lo
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Introduccion

forman la protoglobina y las proteinas sensoras acopladas a globinas (globin-coupled
sensors; GCS), que contienen alrededor de 190 amino&citfd<? Las protoglobinas

son las primeras globinas de dominio Unico relacionadas con GCS encontradas en
Archaea. Aunque se desconoce aun su funcion fisiolégica, se sabe que pueden unir O
CO y NO reversiblemente in vittd'*?*? En todos los casos mencionados el Gnico
aminoécido conservado es la histidina proximal Hi%H8 que deja el sexto sitio de
coordinacion del Fe en el lado distal para la union de ligandos exégenos.

En estos casos la plasticidad conformacional esta unicamente asociada al receptor,
que cumple un papel fundamental en el proceso de migracion de ligandos. De hecho,
gran parte de los esfuerzos realizados en estudios computacionales de hemdfiroteinas
27 estan dirigidos a la exploracién del espacio conformacional de la macromolécula y/o
de aminoacidos especificos con objeto de entender las propiedades bioquimicas fruto de

su interaccion con ligandos.
1.4 Protoglobina de Methanosarcina Acetivorans

El grupo de Martino Bolognesi publico recientemente la estructura de rayos X de la
protoglobina de Methanosarcina acetivorédaPgb¥®. En el PDB hay 2 estructuras
paraMaPgb: 2VEB (forma oxigenada, 1.3 A de resolucion) y 2VEE (forma libre, 2.6 A
de resolucion). La inspeccion de dichas estructuras revela una serie de caracteristicas
inusuales respecto a las globinas conocidas.MaPgb contiene un total de 9 hélices
entre las cuales existe una hélice pre-A denominada Z. El grupo hemo esta altamente

distorsionadd (Figura 1.4.1) y completamente enterrado en la matriz proteica, dejando a

los grupos propionato inaccesibles al solvente por la presencia del loop EF, asi como
por 20 residuos sin estructura secundaria del extremo N-terminal. Habitualmente las
globinas poseen los propionatos expuestos a solvente y el hemo practicamente plano,
estructura termodinamicamente mas estable para el hemo libre. Esto sugiere que la
distorsién es debida a cierta tension generada por los residuos que rodean al hemo,

aunque no existen evidencias directas sobre la naturaleza concreta de dichos residuos.
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Figura 1.4.1. Hemo de mioglobina (izquierda) y MaPgb (derecha)

La estructura oxigenada (2VEB) muestra a @nido al grupo hemo sin la
estabilizacion por puentes de hidrégeno de residuos distales, tipica de otras globinas
mencionadas en esta memoria como Mt-trHbN o Mb. EIl Unico residuo distal capaz de
formar un puente es la Tyr(B10)61, aunque en el cristal se halla a 5.3 A del ligando. El
acceso de ligandos diatémicos al sitio distal seria posible debido a la presencia de dos
tuneles apolares que conectan el solvente con el hemo y estan delimitados por las
hélices B/G (tunel 1) y B/E (tunel 2), tal como se muestralen la Figura}iEkrd;ﬂ No

se encuentra el origen de la referenciaEs importante notar que estos tlneles son

topolégicamente distintos de aquéllos encontrados en otras globinas.

Figura 1.4.2. Tuneles de MaPgb

MaPgb fue cristalizada como homodimero y eluye como tal en soluciéon en los
experimentos de filtracion en gel. Como en otros GCS, se supone que el dimero es el
estado biologicamente activo en solucion. El area de contacto entre las subunidades que
conforman este homodimero simétrico esta basicamente definido por los pares de
hélices G/H y H/G, que conforman un agregado intermolecular de 4 hélices con parte de
la hélice Z y los loops BC y FG, totalizando una interfase de contacto de 2086 A2,

Estas caracteristicas estructurales distintivas y la inusualmente (pagark Q
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(0.092-0.0094 Y reportada por el grupo de Martino BologA®sn ausencia de
estabilizacion por puentes de hidrégeno en la cavidad distal, conviertéta®dg en

un caso relevante para el estudio de estructura-funcion en hemoproteinas. En particular,
son de especial interés la relacion existente entre la alta distorsion del grupo hemo, la

baja ki y la dinamica de la proteina y migracion de ligandos a través de los tuneles.

1.5 Ligandos flexibles: reconocimiento molecular,
conformacion bioactiva y coste de reorganizacion

conformacional

En el caso de ligandos de mayor tamafio, la afinidad ligando-receptor depende
del reconocimiento molecular selectivo y especifico entre ambos, que esta regulado por
un delicado balance donde el tamafio, la forma y las propiedades fisicoquimicas del
ligando juegan un papel central. Dicho balance se traduce en una elevada
complementariedad entre las propiedades electrostaticas, estéricas e hidrofébicas del
ligando con aquéllas del centro de union en el receptor. Cuanto mayor sea dicha
complementariedad, mayor serd la afinidad entre ligando y receptor, y mayor sera
entonces la actividad bioldgica.

El reconocimiento molecular, punto de partida de casi todo proceso biéfofien
establecido hace mas de 100 afios por Emil Fis8een escribio: “una enzima y un
glucésido deben encajar como una llave en una cerradura para poder iniciar una
reaccion quimica entre elldsEl reconocimiento molecular es ain motivo de intenso
estudio y se sabe que su complejidad va mas all4 de lo que enunciara Fischer. Hoy se
acepta que se debe tener en cuenta la flexbiilidad de las biomoléculas a la hora de
estudiar como se logra el reconocimiento molecular. Esto da origen los modelos de
ajuste inducido y la existencia de colectivos de conformaciones preequilfiradas

Una de las contribuciones electrostésianas relevantes en el reconocimiento
moleculares el puente de hidrogeno debido basicamente a su direccioriafitidesta
interaccion resulta de la atraccion electrostatica entre un atomo electronegativo,Y (O, N
S) y un atomo de hidrogeno unido a otro atomo electronegativo X. La distancia tipica
entre los atomos pesados X(H) e Y varia de 2.5 a 3.2 A, y el anguloyXde 130 a

180 grados A distancias mas cortas (hasta 2.3 A) la interaccién adopta un caracter mas
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covalente que aumenta la energia de interattidnTambién son importantes los
puentes salinos y lastémacciones n-cation, donde entran en juego a4tomos con carga
neta %,

Otra contribucion al reconocimiento molecular es la interaccién de van der, Waals
que involucra un componente de caracter repulsivo y otro atractivo. La contribucion
atractiva esta determinada por la formacion de dipolos instantdneos (no permanentes)
originados por la fluctuacion en la distribucion electronica de las partes interaccionantes
y es de corto alcante La contribucién repulsiva es ain de mas corto alcance y esta
determinada por el recubrimiento de las nubes electronicas de las partes
interaccionantes, siendo el reflejo del principio de exclusién de Pauli.

Para el caso de ligandos flexibles, la rigueza conformacional no reside Unicamente
en el receptor, sino que el ligando también visita multiples conformaciones en el medio
celular. Por tanto, el reconocimiento molecular, que requiere de la complementariedad
ligando-receptor, exige que el ligando sea capaz de adoptar una conformaciorecapaz d
amoldarse a las caracteristicas del centro de unién del receptor. En general, solamente
un numero muy reducido de todas las conformaciones exploradas por el ligando a una
temperatura determinada en el medio fisiol6gico satisfacen los requerimientos
necesarios para interaccionar con el receptor. Por ello, para compuestos flexibles, la
afinidad entre ligando y receptor estd modulada no sélo por el grado de
complementariedad, sino también por el coste de reorganizacién conformacional
asociado a la adopcién de la conformacion bioactiva.

El coste de reorganizacion conformacional se ve compensado por la interaccion

favorable entre ligando y receptor, tal como se ilustra de forma simplificada en la|Figura

1.5.1, dondeAG., . es el coste requeridmra adoptar la conformacion bioactiva L’ a

conf

R
eonf

partir de la conformacion estable en solucion L. Asimisii@,,; representa el coste

asociado a la reorganizacion del (centro de union del) receptor. Claramente, cuanto
mayor sea el coste asociado a la seleccion de la conformacién bioactiva del ligando y a

la reorganizacién del receptor, menor serd la afinidad ligando-receptor.

20



Introduccion

R + ﬂGblnd

AGR_ AG- - RL
R+ L ACr
AG = AG,  + AGR_ +AGE

Figura 1.5.1. Ciclo termodinamico para la formacién del complejo ligando-receptor.

Los estudios de afinidad ligando-receptor exigen, por lo tanto, no sélo una adecuada
identificacién de los determinantes moleculares asociados a la interaccién entre ambos
sino también una correcta estimacién del coste de reorganizacién confornfcional
Dado que el coste de reorganizacion conformacional va en detrimento de la afinidad, es
l6gico suponer que un buen ligando se unira al receptor adoptando una conformacion de
baja energia. No obstante, diversos estudios han llegado a conclusiones muy distintas a
este respecto. Asi, Perola et“ahnalizaron el coste energético y la reorganizacion
conformacional de 150 ligandos, cuya estructura cristalogréfica en el complejo con el
receptor era conocida. El estudio confirmé6 la nocién general de que los ligandos
raramente se unen en su conformacion de mas baja energia, esttméaadel 60% de
los ligandos no se unen en una conformacion de minimo”logaimismo, sus
resultados muestran que “mientras que el coste de reorganizacion conformacional
calculado fue de menos de 5 kcal/mol para aproximadamente el 60% de los ligandos, se
obtuvieron costes de mas de 9 kcal/mol para el 10% de los casos independientemente
del método utilizada

Tirado-Rives y colaboradorEsrealizaron una comparaciéon de diversos métodos
computacionales para estimar el coste conformacional de cuatro moléculas con distinto
grado de flexibilidad conformacional. En su trabajo concluyen que “cuando un ligando
se une a una proteina, lo hace generalmente en una conformacion que no es un minimo
de energia para el ligando libre y existe una pérdida de grados de libertad
conformaciondl. Cuanto mas flexible es el ligando, mas puede alejarse de los minimos

de energia potencial para adoptar la conformacion bioactiva, lo que puede significar que
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el ligando libre no tenga una poblacion significativa de la conformacion bioactiva. Por
otra parte, los autores concluyen que la incertidumbre de la estimacion del coste de
reorganizacion conformacional es aproximadamente de 5 kcal/mol si se evalla
incluyendo una busqueda conformacional con un método de solvatacion GB/SA y
calculo de energias para los conférmeros clave con métodos ab initio o DFT. Si se
utilizan campos de fuerzas, la incertidumbre puede estimarse de manera conservadora
en el rango 5-10 kcal/mol.

Otros estudios realizados sobre colectivos conformacionales sugieren que el coste
entélpico es menor a 3 kcal/moRsimismo, Vieth y colaboradores encontraron que la
distribucion espacial de los puntos de anclaje responsables de la unién del ligando al
receptor coinciden en las conformaciones bioactivas con la distribucion en las
conformaciones de minima energia

Estos resultados demuestran la dificultad que conlleva la estimacion cuantitativa del
coste conformacional asociado a la unién de ligando al receptor. La situacién es aun
mas delicada si se tiene en cuenta que existen otras contribuciones a la energia de union,
como puede ser el coste energético que conlleva la distorsion estructural inducido en el
receptor debido a la union con el ligando. Por otra parte, dado que por cada 1.4 kcal/mol
de incremento en el coste implicado en la seleccion de la conformacién bioactiva se
pierde un orden en la afinidad de union, la incertidumbre que ello conlleva en la
estimacion de la afinidad entre ligando y receptor puede ser muy elevada.

Ciertamente, es razonable pensar que el impacto de la incertidumbre
“conformacional” serd menor en el caso de ligandos que tengan reducida flexibilidad
interna, o bien si se analizan diferencias de afinidad entre series homologas de
compuestos, dado que en gran medida debe existir una cancelacion de la contribucion
asociada a la reorganizacion conformacional de ligando y receptor cuando dichos
ligandos se unen al mismo centro de unidon. No obstante, las consideraciones
precedentes obligan a ser cautos a la hora de comparar ligandos estructuralmente
diversos y/o que interaccionan en centros diferentes del receptor, puesto que en estos
casos asumir dicha cancelacion podria dar lugar a errores considerables en la prediccion
de la afinidad. De hecho, cabe pensar que esta limitacién es una de las causas que
subyacen en la limitada validez de las funciones de puntuacion empleadas en métodos
de docking>.
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Desde el punto de vista fisicoquimico, el coste de reorganizacion conformacional
puede dividirse en una contribucién de naturaleza entalpica y una ertf8plca
primera estd asociada esencialmente a la diferencia de energia que existe entre la
conformacion bioactiva y los minimos en la superficie de energia potencial (SEP) del
ligando libre en solucién. La contribucion entrépica, por otro lado, esta relacionada con
la diferencia en el espacio conformacional accesible para el ligando libre en solucion y
unido al receptor.

En el trabajo de Chang y colaboraddfese aborda la cuestion de la pérdida de
entropia configuracional del ligando en su union al receptor, lo cual va en detrimento de
la afinidad. Esta se separa en 2 términos aditivos: la entropia conformacional, asociada
al numero de minimos de energia, y la vibracional, relacionada con el volumen de estos
minimos. En muchos modelos la pérdida de entropia configuracional es ignorada o se
recurre a aproximaciones basadas en supuestos fisicos discutibles. Uno de estos
supuestos es la disminucion de rotdmeros accesibles al ligando por la restriccion al
movimiento que presenta al unirse al receptor. Utilizando el método Mining Minima se
estudia en este trabajo la pérdida de entropia configuracional de amprenavir en su unién
a la proteasa del VIHEI estudio muestra que la mayor contribucién a la disminucion de
la entropia configuracional no es debida a una reduccién en el nUmero de rotdmeros
accesibles sino al angostamiento de los minimos de energia del ligando unido respecto
al libre, es decir, a una disminucién esencialmente de la entropia vibracional. Es
importante recalcar que aun la disminucion mas drastica de rotameros accesibles del
ligando libre versus ligando unido conlleva una reduccion en la entropia configuracional
menor. Esto es asi dado que la entropia conformacional escala con el logaritmo del
cociente entre el numero de rotameros ligado y libre.

La aplicaciéon estricta de los principios de la termodindmica estadistica demuestra
que la energia libre es una propiedad global del sistema en consideparidn que
depende del espacio conformacional total. El desarrollo de nuevas metodologias
computacionales para la estimacién del coste de reorganizacion conformacional
requiere, por lo tanto, de la completa exploracion del espacio conformacional del
ligando libre en solucién, asi como la identificacién de las estructuras estables en
solucion. Finalmente, para cada familia conformacional presente solucion, es necesaria
una estimacion precisa tanto de su energia como de su entropia.

En resumen, existe aun una importante incertidumbre en la determinacién de las
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energias libres relativas de los distintos conférmeros de un ligando en solucion y de la
correcta geometria y energia relativa de la conformacion bioactiva. Esta incertidumbre,
por si misma, ya es suficiente para considerar inadecuada la viabilidad de los métodos
de docking actuale,y representa todo un desafio al estudio de la interaccién ligando-
receptor. Si se pudieran obtener mejores estimaciones de las energias libres relativas en
solucion de los distintos conférmeros de un ligando, las energias de corte recomendadas
en meétodos de generacion conformacional de compuestos flexibles podrian ser
sensiblemente inferiores al umbral de 20 kcal/mol, que se emplea habitualmente como
umbral para seleccionar conformaciones en el cribado virtual de comftieBsie
redundaria en un menor niumero de conformaciones a considerar y, consecuentemente

en métodos mas eficientes.
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Objetivos

El presente trabajo persigue analizar el impacto de la flexibilidad conformacional de
biomoléculas en la interaccion ligando-receptor. En una primera parte el objeto central
de estudio es el ligando, donde se propone el desarrollo de una metodologia para la
exploracién conformacional de ligandos. En la segunda parte la atencidn se centra en el
receptor, explorando las implicaciones funcionales de sus caracteristicas estructurales y
dinamicas.

El objetivo especifico de la primera parte del trabajo es el desarrollo de una
metodologia robusta para la exploracion conformacional completa de un ligando de
relevancia biolégica. Para ello, se persigue la identificacion de las familias
conformacionales mas relevantes, asi como de sus estabilidades relativas en solucion.
La metodologia desarrollada se denomina Multinivel, dado que combina una
exploracibn mediante la técnica de Monte Carlo mediante el modelo de solvatacion
continuo MST desarrollado por nuestro grupo para el hamiltoniano RM1 con célculos
ab initio de alto nivel a posteriori para los conformeros de interés. En este contexto, la

memoria esté estructurada en tres partes:

1) Extensién del modelo de solvatacion continuo MST al hamiltoniano

semiempirico RM1

2) Desarrollo y aplicacion de la metodologia Multinivel Monte Carlo-

RM1/MST acoplada a célculos ab initio.

3) Caracterizacion conformacional de cuatro compuestos antirretrovirales del

VIH, dada su relevancia fisicoquimica y biolégica.

En la segunda parte los objetivos especificos del estudio de la hemoproteina
Protoglobina de Methanosarcina acetivorans se centran en dos aspectos principales.
Por un lado, establecer la relaciéon existente entre la distorsion excepcional del grupo
hemo y la afinidad por ligando. Por otra parte, se pretende determinar la influencia
ejercida por la dindmica estructural de la proteina en la difusion de ligandos. Los

objetivos concretos son:

1) Impacto de la distorsion del grupo hemo en la afinidad por O
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2) Caracterizar la plasticidad dinamica de Protoglobina en solucién mediante
estudios de dinamica molecular, con el fin de profundizar en i) la migracién de
ligandos bimoleculares a través de canales presentes en la matriz proteica, y ii)

la dindmica esencial de la proteina y su relacion con la difusién de ligando.

32



Capitulo 3
Métodos






Métodos

La Quimica Teodrica precisa del desarrollo de metodologias capaces de reproducir
predecir o explicar resultados experimentales valiéndose del conocimiento de las leyes
que rigen el comportamiento de la materia y sus transformaciones. La aplicacion mas
rigurosa hace uso de los principios de la mecéanica cuantica.l Astoaocido fisico y
premio Nobel Richard Feynman establegié “todas las cosas estan hechas de atomos
y todo lo que los organismos vivos hacen puede ser entendido en términos del menear y
sacudir de los atomds y que“la parte mas profunda de la Quimica Teérica debe
terminar en la Mecéanica Cuantita

A medida que el niumero de atomos y electrones de un sistema crece, el uso de
métodos cudnticos se hace inviable y es necesario recurrir a modelos de menor
complejidad, si bien ello suponer buscar un compromiso entre la preciskactitudy
la aplicabilidad de dichos modelos. Como dijo Dirac (también premio Nobel de Fisica)
en 1929 “Las leyes subyacentes necesarias para la teoria matematica de gran parte de
la fisica y toda la quimica son por tanto completamente conocidas, y la dificultad es
sb6lo que la aplicacion exacta de estas leyes deriva en ecuaciones demasiado
complicadas como para ser resolubles. Es por lo tanto deseable que métodos practicos
aproximados en la aplicacion de la mecanica cuantica deberian ser desarrollados, que
deriven en una explicacion de las caracteristicas principales de los sistemas atomicos
complejos sin demasiado calctil&sta ha sidanaingente tarea en estas décadas que,
con el advenimiento de la informética y el creciente poder de célculo, ha permitido
alcanzar resultados inimaginables.

En el modelado de sistemas quimicos existen basicamente dos grandes modelos
fisicos bien diferenciados: aquéllos que tienen en cuenta el caracter cuantico de los
electrones, y aquéllos que lo ignoran recurriendo a la mecanica clasica. Estos ultimos
utilizan campos de fuerzas que, mediante el ajuste de parametros, proporcionan una
descripcion simplificada del sistema molecular. En esta seccion se presentaran los

principios de los métodos utilizados en esta tesis.

3.1. Metodos basados en Mecanica Cuantica

El estudio de las propiedades quimicas de una molécula, y en particular de su
reactividad, requiere el conocimiento de su estructura electronica. Un sistema

compuesto por un conjunto de nucleos y electrones viene descrito por una funcién de
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onda que depende de las coordenadas de nucleos (R) y electrones del sistema (r) y del
tiempo. Su obtencidén pasa por resolver la ecuacion de Scheddiegendiente del

tiempo:

3.1-1
AY = ino, ¥
dondeH es el operador Hamiltoniand, representa la derivada parcial respecto al

tiempoy W es la funcion de onda que describe el estado del sistema.

La ecuacion 3.1-1 describe cdmo un sistema cuantico evoluciona con el tiempo. La
funcién de onda contiene toda la informacion acerca del sistema, proporcionando la
descripcion mas completa que puede darse a un sistema fisico, sin tener en cuenta efecto
relativistas.

La expresion de H(en unidades atdmicas) es:

3.1-2

v, Z 1
2o, Z2 ZR R1 2ZiR-r 1" Zinr |

1
donde los distintos términos corresponden por orden a la energia cinética de los nucleos,
la energia cinética de los electrones, la repulsion nucleo-ndcleo, la repulsion nucleo-

electrén, y finalmente la repulsion electron-electrén.

En el caso de "soluciones estacionarias", es decir, aquéllas donde H no depende
explicitamente del tiempo, la ecuacion 3.1-1 se reduce a una expresion de autgvalores

autovectores de la forma:

3.1-3

H|¥) = E¥

Esta ecuacion &0 tiene solucion analitica para sistemas con un electrén como el
atomo de hidrogeno o atomos hidrogenoides. Por ello, los métodos de la Quimica
Cuantica recurren a diversas aproximaciones. Por un lado, emplean la aproximacién de

Born-Oppenheimer, donde se desacopla el movimiento nuclear del movimiento de los
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electrones. Ello equivale a suponer que el movimiento de los electrones es
suficientemente rapido para adaptarse instantdneamente al cambio en las posiciones de
los ndcleos. Por otro lado, dado que la posicion de los nucleos es fija, el término de
repulsion nuclear es constante, permitiendo definir el Hamiltoniano electronico, que
incluye una parte monoelectrénica y otra bielectronica. Asi, la funcién de onda pasa a
depender solamente de la posicion de los electrones, aunque paramétricamente de la

posicion de los nucleos.

3.1-4

v, Z 1
H=) S+ ) L+ > ——
=\ 2 &R - i =71

i<j J

La resolucion de la ecuacion 3.1-3 usa el concepto de orbital, que es una funcion
monoelectrénica empleada para expandir la funcion de onda en contribuciones
monoatomicas. Por otro lado, la descripcion de una particula cuantica precisa de una

caracteristica adicional, el spin, de forma quela descripcibn de un orbital conlleva
producto de una parte espadia} y una de espii$,m,), denominandseespin-orbital.

En base al principio de antisimetria, la funcion de onda de un sistema de dos o0 mas
electrones debe ser antisimétrica frente al intercambio simultdneo de las coordenadas
espaciales y de espin. Por ello, la descripcibn un conjunto de N electrones
independientes adopta la forma de un determinante de’Slater

3.1-5
xi(z1) xi(x2) - xilzy)
1 X2(®1)  xa(z2) -+ xolzw)
@) = Wi . . ,
xn(T1) xw(w2) - xn(TN)

3.1.1 Método Hartree-Fock (HF)

La teoria Hartree-Fock (HF) describe el estado fundamental de un sistema cuantico
con un unico determinante de Slater formado con el mejor conjunto posible de orbitales
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moleculares. Para ello, seminimiza el valor de la energia del sistema alterandnlos esp
orbitales moleculares en baskpaincipio variacional, segun el cual para cualquier
funcién de onda normalizad&) que cumpla las condiciones de contorno el valor
esperado para el hamiltoniano H es mayor o igual que el valor esperado para el estado
fundamental.

La aplicacion del principio variacional, sujeto a la condicion de ortonormalidad de
los espin-orbitales, conduce a la ecuacién 3.1-6, donde se introducen los operadores de
Coulomb (J; 3.1-7) y de intercambio (K; 3.LH primero de ellos representa el
potencial local promedio que experimenta el electron 1 debido al electréon 2 y es
facilmente identificable en términos clasicos. Por otra parte, el segundo no tiene un
anélogo clasico y se origina debido a la naturaleza antisimétrica del determinante de

Slater frente al intercambio de electrones.

3.1-6
h(1) 4+ Tu(1) — ¥, Iy ()] xal(1) = eava(l)
btn L]
3.1-7
fl- = /"{E[Efii'"ﬁlhi;l;f:lﬁ?}{g
3.1-8

Ky(1)ya(1) = - / Y (2)r S Yol 2)dxs | ya(1)

En base a la ecuacic1’n 3.1-9, se puede definir el operador de FEock (f

ecuacign3.1-1010), de modo que las ecuaciones de HF se convigrten ¢n3.1-11. La

funcion de onda resultante es el determinante de Slater formado por los espin-orbitales

asi obtenidos.
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3.1-9
| Tal1) = Ka(1)] xa(1) = 0
3.1-10

FID =D+ F () =h(1) + Z[ﬁ:[l] — Ki(1))

I
dondev™* describe el campo efectivo que nota un electrén debido a la presencia de los

N-1 electrones restantes.

3.1-11

.‘t’{q ] = €a|Xa/

Como el operador de Fock depende de los orbitales y sus autovectores son a su vez
un nuevo conjunto de orbitales la solucion a las ecuaciones de HF requiere de un
proceso iterativo, conocido como método autoconsistente. Dado que el patEnoial
trata la interaccion electrénica instantdnea sino en forma promediada, el método HF
describe de forma incompleta la correlacion electronica. Por ello, dichos efectos deben

incluirse en tratamientos podf-.

3.1.2 Método perturbativo Moller-Plesset (MP)

La energia HF dista mucho de ser la energia real del sistema (no relativista), ya que
no incluye la energia de correlacion. Una metodologia eficiente propuesta para la
inclusién de la correlacion electrénica es el método Moller-Plesset-n (MP-n), conocido
como teoria de perturbaciones a ordeh Basado en la teoria de Rayleigh-
Schrodinget consiste esencialmente en tomar la solucién HF como punto de partida
para un desarrollo en serie de componentes perturbativos de la energia del sistema y su
funcion de onda.

3.1-12

E = E9 L)W L)ED L
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3.1-13
W (1T L) 24l 2)
B = [T+ AT+ 22T+
donde E®y|[%®) son la energia y la funcion de onda HF respectivamente, y los

siguientes términos designan las sucesivas correcciones a ambos.

La convergencia de la serie no esta a priori asegurada. Por otra parterdia
total del sistema suele tener un caracter oscilante, aunque en principio se espera que
dichas oscilaciones disminuyan al aumentar el orden de aproximacion. Se trata de un
método consistente con el tamafio (es decir, la energia del sistema es la suma de
energias de los sistemas independientes), pero no es variacional, con lo cual es posible

obtener energias por debajo de la energia exacta.

3.1.3 Métodos basados en el funcional de la densidad electronica
(DFT)

Estos métodos se basan en la relacion existente entre la energia electronica total y la
densidad electronica de un sistema. Los fundamentos tedricos estan basados en los dos
teoremas de Hohenberg-Kaohn

1) El estado fundamental de un sistema multielectrénico estd univocamente

definido por la densidad electrénica. Esto reduce el problema de muchos cuerpos
de N electrones con 3N coordenadas espaciales a uno que depende sdlo de 3.
2) Define un funcional para el sistema y demuestra que la densidad electronica

correcta para el estado fundamental lo minimiza.

El funcional de energia se escribe como la suma de dos términos:

3.1-14

EL ()] = [Vau (N A(r)dr + FLo(r)]

donde p(r) es la densidad electronica del sistema, Vex €S la interaccion de los electrones
con un potencial externo (normalmente la interaccion electrostatica con los nucleos) y
F[p(r)] es la suma de la energia cinética de los electrones asi como las interacciones

interelectronicas.
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La menor energia del sistema correponde a la densidad electronica del estado

fundamental, y por tanto se usa el principio variacional para resolver la eq.3.1-144. El

problema, no obstante, radiea saber la forma del funcional F[p(r)]. Kohn y Sham

sugirieron (1965)la siguiente aproximacién para este término:

3.1-15

Fi) H2 L) HEH O HE L)

donde el primer término corresponde a la energia cinética, el segundo a la repulsion
couldbmbica electron-electrén y el tercero contiene las contribuciones de las integrales

de intercambio y correlacion.

Sustituyendo la e¢. 3.1-1155 en la |ec. 3.[-144 se resuelve el sistema de manera

autoconsistente, empezando por una aproximacion a la densidad real y trabajando
iterativamente segun el principio variacional. Existen distintas aproximaciones para el
tratamiento del funcional, entre las cuales podemos mencionar:

a) Local (LDA): Depende solamente del valor de la densidad electronica &elcad
punto del espacio y no en derivadas de la densidad u orbitales

b) Gradiente generalizado (GGA): Es una aproximacion local pero, a diferencia de
LDA, toma en cuenta también el gradiente de la densidad en el punto del espacio
donde se evalla la densidad.

c) Meta Gradiente generalizado (meta-GGA): Es un paso adicional a GGA dado
gue depende del valor, el gradiente y el Laplaciano (segunda derivada) de la
densidad.

d) Hibrido: Incorpora una la expresién exacta para el intercambio de la teoria de
HF y agrega intercambio y correlacion de otras fuentes. Estas pueden ser ab

initio o empiricas.

En esta tesis los célculos DFT realizados se basan en el funcional B3LYP, que es un
hibrido del funcional de Becké&§4)’ de 3 parametros para el término de intercambio

y el funcional de Lee-Yang-ParE{¢4)® para el término de correlacién (ecuacion

3.1-14).
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3.1-16

EEUP = EUPA + ag (B — EP) + 0 (BS™4 — EPY) + ap(ES — EP4)
donde a= 0.20,a = 0.72,3 = 0.81 son pardmetros ajustados empiricamente mediante

energias de atomizacion, afinidades protonicas y energias atomicas totales.

3.1.4 Métodos semiempiricos

El desarrollo inicial de los métodos semiempiricos estuvo ligado al coste
computacional de calculos ab initio para sistemas grandes o para sets de muchas
moléculas. Aungque el poder de calculo ha crecido exponencialmente en los ultimos 20
afos, el desarrollo y refinamiento de estos métodos no ha cesado, dade que s
mantienen una relacion aceptable entre la calidad de los resultados y el coste de calculo.

Los métodos semiempiricos mas recientes (MRD&M1'° | PM3112y PMS5
RM1* PM6") comprenden unas caracteristicas fundamentales que los caracterizan:

a) son métodos AVE (All Valence Electron), lo que significa que sélo consideran
los electrones de valencia que se mueven en el campo creado por un core fijo de nucleos
y electrones interr® Asi, se considera un hamiltoniano electrénico reducidp, H

tomando sélo los términos correspondientes a los electrones de valencia:

3.1-17

Ny 1 Ny M zcore Ny Ny q
HV=TC+Vcn+HCC=—ZEVi2—ZZ )
= a1 fa Tl

b) estdn basados en la aproximacion NDDO (Neglect of Diatomic Differential
Overlap), que considera nula el recubrimiento diferencial entre orbitales situados
en atomos diferentes. Ello conlleva una drastica disminucion en el nimero de
integrales que deben calcularse

c) utilizan una base minima de orbitales de Slater.

d) la energia total de la molécula [Es la suma de las energias electronicas y las

repulsiones de los cores.
e) diversos términos de la matriz de Fock y las repulsidtfg§ no son evaluados

analiticamente, sino que se determinan a partir de datos experimentales o de

expresiones semiempiricas que contienen parametros cuyo valor se ajusta a
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datos experimentales. Esto persigue la idea de compensar las limitaciones de
utilizar una funcion de onda monodeterminantal y los errores debidos a la

aproximacion NDDO.

Aparte de diferencias en la parametrizacion, los distintos Hamiltonianos

semiempiricos se diferencian por la modificacion de la funcidon de repulsién de core,
usada para evaludt,;”, agregando gaussianas atractivas en el caso de los métodos

AM1 y PMx con objeto de mejorar la descripcion de los puentes de hidrégeno.

Método RM1

Dado que un método semiempirico en general depende de valores experimentales, la
precision del mismo se sustenta no sélo en el formalismo y aproximaciones realizadas,
sino también ensu parametrizacién. En esta linea, recientemente Rocha ‘&t al.
introdujeron con el nombre de RM1 una reparametrizacion del método AM1 con el
objeto de mejorar su capacidad predictiva para las propiedades moleculares, reajustando
sus 191 parametros con un set de 1736 compuestos de interés organico y bioquimico.

Tal como se hizo con AM1, la parametrizacion se realizé en tres etapas: i) atomos
centrales de la quimica organica: H, C, N, O, ii) atomos relacionados con la vida: S, P, y

iif) atomos utiles en farmacos: haldgenos. Los resultados obtenidos se I%‘ﬁabﬂa

3.1-1, donde se compara la performance con otros métodos semiempiricos similares.

Tabla 3.1-1 - Errores medios para diversas propiedades con AM1, PM3, PM5 y RM1

Properties AMI PM3 PM5 RMI1 N?

Enthalpies of formation

(keal » mol™ ) 9.06 5.98 5.41 5.04 986
Dipole moment (D) 0.26 0.29 0.33 0.23 59
Ionization potential (eV) 0.48 0.55 0.44 0.42 102
Bond length (A) 0.027 0.023 0.030 0.020 618
Angles (degree) 6.06 7.33 10.50 7.05 737

a. numero de datos usados en la comparacion
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Salvo para angulos (donde AM1 es levemente superior), RM1 resulta mas preciso
que los otros métodos semiempiricos. La entalpia de formacion posee practicamente la
mitad del error que poseia AM1 y los errores asociados a distancias, potenciales de
ionizacion y momentos dipolares revierten la tendencia alcista de AM1-PM3-PM5. Este
ultimo es de central importancia en el calculo de propiedades en solucion acuosa, punto
clave en el desarrollo del presente trabajo.

A lo largo del desarrollo de esta tesis J. Stewart publicO un nuevo método
denominado PMB que ha mostrado muy buenos resultados, inclusive para sistemas

grandes como proteinas.

3.1.5 Derivacion de cargas parciales

En muchos casos es de particular interés conocer la carga parcial de los &tomos del
sistema. Si bien la densidad electronica global es un observable, el modo de
particionarla en atomos es arbitraria, por lo cual se han desarrollado varios métodos

En esta tesis se ha usado dos metodologias.

Mulliken

El analisis de Mulliken se basa en asignar directamente la densidad electrénica de
los elementos diagonales al atomo sobre el que residen y luego la mitad de los términos

no diagonales sobre los atomos involucraégs (1-18).

3.1-18
K K K
qA = ZA - Z P,uy - Z Z P,uvs,uv
H=1 4=l v=l;
uenA HenA vey

donde q es la carga asociada al &tomo A, Z su carga nuclear, mientras que P y S

designan los elementos de la densidad electronica y de la matriz de solapamiento.

Mulliken propuso desdoblar cada poblacion de solapamiento por igual entre las dos
funciones de base utilizadas, por lo que este tipo de analisis es muy dependiente de la
base utilizada. Asimismoa khsignacion de la mitad de la poblacién de solapamiento en

el analisis de Mulliken es arbitraria.
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Natural Bond Orbitals

A raiz de estas limitaciones surgieron métodos que realizan un tratamiento mas
riguroso como el anélisis de poblacién natural (NPAfEste método se basa en la
construccion de orbitales atdmicos naturales ortonormales (NAO) a partir de las
funciones de base atomicas. A partir de estos NAO se construyen unos orbitales de
enlace naturales (NBO) que se clasifican en: orbitales internos (core), pares libres o de
enlace. Con los NBO se pueden derivar cargas netas de un modo mucho mas consistente
y menos dependiente de la base utilizada.

3.2. Métodos basados en la mecanica clasica

En el marco de la mecanica clasica las moléculas pueden describirse como un
conjunto de masas cargadas centradas en los nucleos atdbmicos y unidas mediante
muelles. El conjunto de fuerzas a las que se encuentran sometidas dichas particulas
permite examinar de forma mas eficiente el espacio configuracional de sistemas con un
gran namero de atomos, siempre que las propiedades de interés no supongan una
redistribucion importante en la densidad electrénica, como son los procesos asociados a
formacion y rotura de enlacés

La aplicacién de la mecéamiclasica asume dos principid% (1) la descripcién de
las distintas contribuciones energéticas mediante potenciales efectivos aditivos, y (2) la
transferabilidad de dichos potenciales. En base al primer principio, se asume que la
energia molecular puede expresarse como una suma de potenciales que representan
fuerzas fisicas simples. Las contribuciones energéticas se clasifican en dos grupos: (1)
enlazantes, cuando describen las longitudes y angulos de grécéorsiones de los
diedros, y (2) los términos no enlazantes, que generalmente se limitan a las

interacciones electrostatica y de van der W4&iasi, la energia suele expresarse como
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3.2-1

( )
( )
E :t Z E pice (bi)+ Z Edngulos (‘91 )+ Z Ejea. (Zi )J + z E, (’”ij)

enlaces angulos diedros no

i

i i enlazados enlazados

(@.4)i<j

En base al segundo principio, se asume que los pardmetros derivados de datos
experimentales o calculos mecanico-cuanticos de estructuras representativas pueden

utilizarse para ajustar los potenciales efectivos que describiran las macromtfiétulas

3.2.1 Campos de fuerzas

El conjunto de parametros y ecuaciones utilizados para describir la energia potencial
de un sistema mediante la mecéanica molecular (clasica) se conoce con el hombre de
campo de fuerza&Existen varios tipos de campos de fuerzas que se diferencian
basicamente por el nUmero de términos utilizados para calcular la energia del sistema,
asi como en la parametrizacion de dichas contribuciones. Aquéllos orientados a
aplicaciones biomoleculares suelen utilizar potenciales armoénicos para describir los
enlaces y angulos, series de Fourier para las torsiones, y las interacciones entre pares no
enlazados se describen mediante una funcién del tipo Lennard-Jones (van der Waals) y
una funcién coulémbica (electostético).

A continuacion se explicard brevemente las caracteristicas del campo de fuerza

AMBER?®, que ha sido empleado en esta tesis.

Términos enlazantes

La ley de Hooke para un oscilador arménico (ecuacion 3.2-2) es el modelo mas
simple que puede utilizarse para describir las deformaciones de los enlaces covalentes

asumiendo que el desplazamiento de la posicion de equilibrio es pequefio.

3.2-2

E, = ZKvib (I’ - req)z

enl
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donde r es la distancia de enlacg, la distancia de referencia (normalmente la de

equilibrio) y K;» es la constante de fuerza asociada.

A su vez, dicho potencial también puede aplicarse para describir las deformaciones

en los angulos de enlace.

3.2-3

E,.=>K,(-6,)

enl

siendo Kngla constante de fuerza asociad&yel valor de referencia para el angulo

entre tres atomos unidos por enlaces covalentes.

La rotacion alrededor de un enlace implica el movimiento de los grupos adyacentes
a los atomos que se encuentran formando dicho enlace, que podran adoptar
conformaciones eclipsadas o alternadas confiriendo periodicidad al término de torsion.
Para expresar la periodicidad del perfil de energia de una torsion se utilizan expresiones
periddicas en serie de Fourier, que pueden depender sélo de los dos atomos centrales
implicados en el diedro o bien ser especifico de todos los diedros que definen la torsion.

3.2-4

E, = ZZ%(I + cos (n¢ -9, ))

for n

donde YV representa la barrera de torsién asociada a cada término de la funcion, n la

periodicidad del términag el angulo diedro y el &ngulo de fase.

Finalmente, es necesario afiadir una funcion para describir las torsiones impropias, a
fin de mantener la planaridad o la quiralidad de ciertos grupos. Este término suele
describirse mediante una expresion similar a la torsion convencional:

3.2-5

E, = ZZ%@ +cos(2£, — 180))

tor n
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donde V representa la constante de fuerza de cada término de la funcién, n la

periodicidad del término ¥ el angulo diedro.

Términos no-enlazantes

La forma mas sencilla de describir la distribucion de carga en una molécula es
utilizar cargas puntuales fraccionales centradas en los nucleos de los4Emos

consecuencia, la interaccion electrostatica viene representada por la ley de Coulomb:

3.2-6

4.4,
Ee/e = ZZ -

s, 47:501;]

siendo @y g; las cargas puntuales de cada atormpda rdistancia entre atomoseyla

constante dieléctrica del medio.

En la mayoria de los campos de fuerza, las cargas puntuales fraccionales se obtienen
mediante ajuste al potencial electrostatico molecular (MEP). En el campo de fuerzas de
AMBER, las cargas se derivan con el método RESRestrained Electrostatic
Potential) donde se introducen restricciones hiperbdlicas sobre la carga de los &tomos
pesados, a fin de evitar que el ajuste no restringido al potencial conduzca a soluciones
donde las cargas de los atomos internos adopten valores sin sentido quimico. En este
trabajo se utilizo el campo de fuerzas ff99SB, cuyas cargas parciales fueron
parametrizadas a nivel HF/6-318*

Para describir el potencial generado por las fuerzas de dispersion-repulsion se utiliza
una funcién del tipo Lennard-Jones 128 Dicha expresion incluye las interacciones
atractivas a corta distancia, mientras que el término repulsivo evita la fusién de atomos.

3.2-7

(4 B
Ey=22 ==
A

donde A y Bj son constantes para cada par de atomos relacionados con sus radios de

van der Waals y durezas, jes la distancia entre ellos.
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Parametrizacion de los campos de fuerzas

La clave para que un campo de fuerzas sea fiable es sin duda la calidad de los
pardmetros que se utilizan. Para obtener los términos de enlace se pueden emplear tanto
técnicas experimentales como la espectroscopia infrarroja 0 Raman para los enlaces y
angulos y la de RMN para las torsiones. También es posible ajustar los términos de
enlace a calculos cuanticos de alto nivel. Respecto a los términos no enlazantes el ajuste
es mas complejo, en algunos campos de fuerzas se ajustan las funciones de van der
Waals y electrostéticas simultaneamente a fin de garantizar que el campo de fuerzas
resultante sea capaz de reproducir propiedades fisicas macroscopicamente de sistemas
(densidad, calor de vaporizacién, compresibilidad, etc). La mayoria de los campos de
fuerzas, no obstante, optan por una parametrizacion separada donde primero se ajustan
las cargas atomicas a partir de datos mecanocudnticos y luego se refinan los parametros
de van der Waals sea a partir de datos de empaquetamiento cristalino, sea a partir del
ajuste a energias de interaccidn experimentales 0 mecanocuanticas.

Es preciso resaltar una vez mas que la parametrizacion se realiza siempre sobre un
sistema modelo y que la transferabilidad de los parametros al estudio de otros sistemas
no esta garantizada. Es por ello que al haber parametrizado una nueva molécula o parte
de un sistema se debe verificar la calidad de los parametros por comparacion con

observables experimentales.

3.2.2 Métodos basados en campos de fuerzas

Dos técnicas derivadas de los campos de fuerza con especial relevancia en estudios
computacionales de sistemas biomolecuares son la mecanica molecular (MM) vy la
dinamica molecular (MD). La diferencia esencial estriba en que MD incluye el tiempo
como variable. Con MM se obtiene la energia y geometria de un sistema en un minimo
(si se optimiza) o en un punto (célculo puntual) de la superficie de energia potencial,
mientras que con MD se recogen configuraciones del sistema a medida que éste
evoluciona con el tiempo simulado en un determinado colegtstgeto a condiciones

de contorno preestablecidas.
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Mecdnica Molecular

La energia potencial de una molécula es funcion de las coordenadas cartesianas
asociadas a la posicion de cada atomo en el espacio. Asi, se puede asociar cada
estructura a un punto en una hipersuperficie de energia potencial. En dicha
hipersuperficie pueden existir muchos puntos de minima energia que representan
minimos locales, siendo el de menor energia el minimo ¢ldfal

Existen diversas clases de métodos para identificar los minimos en la superficie de
energia potencial, que difieren en la utilizacion de la informacién contenida en el
gradiente y/o la hessiana de cara a trazar el camino hacia el minimo de energia. En

mecanica clasica, las ecuaciones del campo de fuerzas son facilmente derivables, lo que

permite realizar dicha minimizacion de manera analjtica (Figura*3.2-1

Coordenadas iniciales (Xo)

Determinacion de la derivada primera y segunda
de la energia respecto a las coordenadas

!

Determinacion de la direccion de busqueda del

minimo. Sugerencia de nuevas coordenadas X’

Célculo de Eqo(X)

NO

¢Converge el célculo?

N

Fin de la optimizacion

Figura 3.2-1 - Algoritmo de optimizacion en Mecanica Molecular

Los métodos mas utilizados para la minimizacion son steepest dgsmajtigate
gradient. El primero utiliza una direccion de busqueda basada en la direccion de
maximo gradiente, siendo idéneo cuando la posicidén de partida esta alejada del minimo.

El segundo se basa en moverse en una direccién que conjuga la del gradiente con las
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direcciones previas de busqueda, siendo mas eficiente cuando la busqueda esta cercana
al minimd’. En la préctica, suele realizarse una combinacién de ambos, usando primero
steepest descepntconjugate gradients después.

Para sistemas pequefios es posible aplicar los métodos que calculan explicitamente
segundas derivadas, tales como el método Newton-Raphson o meétodos quasi-
newtoniano¥. Todos ellos son eficaces cuando la funcién de energia potencial depende
de un numero pequefio de variables, pues se debe calcular la hessiana del sistema a cada

paso, por lo que los requisitos computacionales son mucho mas grandes.

Dinamica molecular

Es un método deterministico basado en la evolucion temporal de un sistema sujeto a
condiciones de contorno. Esta técnica proporciona informacion estructural,
termodinamica o cinética de procesos biomoleculares, como cambios conformacionales
asociados a union de ligandos, plegamiento de proteinas, transporte de iones o
formacion de agregados proteicos, entre &trds

A partir de una estructura iniciglun conjunto inicial de velocidades, se obtiene una
trayectoria (conjunto de estructuras ordenado emporalmente) mediante la integracion
sucesiva de las ecuaciones de Newton. A su vez, dicha trayectoria viene determinada
por las condiciones de simulacién, que reflejan la eleccion de un determinado colectivo,
como puede ser el isobarico-isotérmico, para lo cual se reajustan la posiciéon y velocidad

de las particulas que componen el sistema (Figura)3.2-2
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Coordenadas iniciales (Xo)

Determinacion de las velocidades iniciales (Vo)

Determinacion de F = -dE,q/dX

a=F/m

¢éT constante?

N

Escalado de velocidades (V')

¢P constante?
NO

N

Escalado de posiciones (X’)

Calculo de Eyo para

Figura 3.2-2 - Algoritmo de Dinamica Molecular

En sistemas formados por mdultiples particulas bajo la influencia un potencial
continuo, la fuerza que actia sobre una particula sera funcién de las posiciones del resto
de particulas, y cambiara al variar su posicion asi como la de cualquier otra particula del
sistema. Este fendmeno, conocido como problema de muchos cuerpos, es debido a que
el movimiento de las particulas esta acoptaden consecuencia, la integracién de las
ecuaciones del movimiento debe realizarse de forma diferencial por métodos de

diferencias finitas donde la etapa de integracion debe ser siempre menor que el

movimiento mas rapido del sistema (véase Tabla3.2-1
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Tabla 3.2-1 - Relacidn entre los intervalos de tiempo de fenédmenos caracteristicos de
moléculas y sistemas biomoleculares y los métodos tedricos existentes.

extension . . : -
espacial amplitud tiempo 5|mula}0|0n
evento (nm) (nm) (s) apropiada
‘éﬁ;ﬁo” deladistanciade g5 g5 0.001-0.01 10'10™  Métdos QM
‘g’:g{)‘iﬁ'ﬁf’r” elastica de un dominio , , , 0.005-0.05 10210 DM convencional
rolacon de cadenas expuestas 5 4 05-1.0 1010 DM convencional
I‘;]Stg'r'ﬁg'son torsional de grupos 5 4 0.05 10'-10" DM convencional
hinge bending (movimiento 11 4 7 Dlpamlca de Langevm,
) - 1.0-2.0 0.1-0.5 10-10 métodos de amplio
relativo de dominios globulares)
muestreo?
rotacion de cadenas laterales 4 métodos de amplio
internas 0.5 0.5 101 muestreo?
transiciones alostéricas 0.5-04 0.1-0.5 10°-1 métodos de amplio
muestreo?
desnaturalizacion local 0.5-1.0 0.5-1.0 10°-10 métodos de amplio
muestreo?
movimientos de loops 1.0-5.0 1.0-5.0 10°-10° Dindmica Browniana
movimientos de cuerpo rigido 1.0-5.0 10°%10° métodos de amplio
(hélices) T muestreo?
transiciones hélice-enrollado >5.0 10710 métodos de amplio
muestreo?
asociacion de proteinas >>1.0 Dindmica Browniana

La eleccion de 6t es crucial, pues al no recalcularse las fuerzas durante este intervalo
de tiempo el sistema tiende a seguir el estado de movimiento actual, lo que puede llevar
a inestabilidades cuando el paso de integracion es demasiado grande. No obstante, si se
escoge una etapa demasiado pequefia, la exploracién del espacio conformacional
quedara muy limitada, siendo necesarios muchos mas pasos de integracion,
convirtiendo el procedimiento en ineficaz computacionalmente. En la practica suele
aceptarse tiempo de integracién que sea 1/10 del movimiento mas rapido del sistema.
Para los sistemas macromoleculares usados en esta tesis, el movimiento mas rapido
corresponde a la vibracion de un enlace C-H, que es de unos 10 fs. Por ello, el paso de
integracion usado es 1 fs. Una de las opciones mas utilizadas para aumentar el paso de
integracion es aplicar al sistema restricciones. El algoritmo mas extendido para aplicar
restricciones al sistema es SHAKEEste método fija las distancias de enlace entre

atomos quedando como Unicas posibilidades de movimiento las torsiones y angulos que
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tienen una frecuencia de vibracién menor (2X%@ara los atomos ligeros), lo cual

permite duplicar el paso de integracion.

Condiciones de simulacion

El punto inicial de cualquier simulacion es una configuracién inicial, que puede
provenir de datos experimentales de Rayos-X, Resonancia Magnética Nuclear o de un
modelo tedrico. Asimismo, precisa un conjunto de velocidades iniciales, que se
asignaran al azar siguiendo una distribucién de tipo Maxwell-Boltzmann, tal que la
energia cinética asociada se corresponda a la energia térmica para la temperatura de
trabajo. Finalmente, requiere fijar las condiciones de simulacion: el nimero de
particulas (N), el volumen (V), la temperatura (T), la presion (P) o la energia total del
sistema (E). En funcion de la combinacion de los mismos se distingue entre varios
colectivos: i) microcandnico (NVE), ii) isotérmico-isobarico (NPT), o iii) candnico
(NVT), siendo NPT y NVT los mas usados en dinAmica molecular de proteinas.

Al trabajar bajo condiciones isotérmicas-isobaricas se tendra que controlar tanto la
temperatura como la presion. En el caso de la temperatura existen diferentes opciones
para su control. La primera de ellas es el re-escalado de las velocidades mediante la
aplicacion de un factor cada determinado tiempo de simulacion. Otra alternativa es
mantener la temperatura acoplada a un bafio térmico externo fijado a la temperatura
deseada. Dichos bafios actian como fuente de energia térmica, transfiriendo energia
térmica al o desde sistema en funcién de las necesidades. Las velocidades son re-
escaladas en funcion de la diferencia de temperatura entre el bafio y el sistema, pero
permitiendo la relajacion térmica. Los métodos mas conocidos son el de Befepdsen
el de Nosé-Hoové?. Métodos similares son empleados para mantener la presion.
Tipicamente se calcula el virial para determinar la presion intgésta se acopla a un
piston que garantiza equilibrio con la presion externa, aumentando o disminuyendo para
ello el volumen de sistema simulado.

La imposibilidad de simular sistemas infinitos junto con el uso de potenciales
continuos plantea diferentes problemas al llevar a cabo una simulacidon. Los sistemas
estan necesariamente confinados en un espacio finito, por lo que las particulas ubicadas
en los limites del sistema interaccionan con las paredes de éste. Para sistemas pequefios

esto significa que la mayor parte de las particulas del sistema se encuentran bajo la
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influencia de las paredes. Si se quieren obtener propiedades macroscopicas a partir de
sistemas modelo, necesariamente debe eliminarse de alguna manera el efecto de las
parede¥*® Por otro lado, dado que cada particula interacciona con todas las otras, seria
necesario calcular N(N-1) pares de interacciones no enlazantes a cada paso, aumentado
de forma considerable el tiempo de calculo necesario.

El primer problema puede minimizarse si se utilizan condiciones periddicas de

contorno|(Figura 3.243), por las cuales se confina las particulas del sistema en una caja

que se replica en todas las direcciones del espacio. Durante la simulacion, si una
particula abandona la caja central, su imagen entrara en la caja central por el lado

opuesto, manteniéndose por lo tanto constante el nimero de particulas en dicha caja.

O O |o O |o 0
O o) o)
O o) )
o © "*’o o '_*O o T
o) o) 0
o) 0) o)
O C |lo O |o @)
o) o) o)
[ e [ g [
o) o) o)
o) o) o)
o) o) o)
O O |0 O |o o
o) o) 6}
S O oln S O oln S O ols
O 0] O e) O o)
o) o) o)

Figura 3.2-3 - Representacién de las condiciones periddicas de contorno

Para el segundo problema basta con tener en cuenta la forma del potencial que se
esté utilizando. El término de van der Waals, usualmente modelado como un potencial
Lennard-Jones, decae rapidamente con la distancia de tal modo que a una distancia
interatdbmica de 2 (siendoc la distancia entre &tomos para la cual el potencial toma
valor nulo) su valor es el 1% del que toma a la distancia de equilibrio, por lo que a
distancias suficientemente grandes puede despreciarse. Asi, puede restringirse el calculo
de las interacciones no enlazantes cortando a una distancia dada el potencial (cut-off) y
usando el método de la minima imagen. De esta manera las interacciones de esta clase
se calculan entre una particula y todas aquéllas que se encuentren en un radio arbitrario

a su alrededor escogiendo las imagenes de las particulas que estan mas cercanas.
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Por otro lado, el potencial electrostatico decae con la distanciacomo 1/r, por lo que
no puede despreciarse a distancias grandes tal como para van der Waals si se quieren
evitar situaciones sin sentido fisico en sistemas cargados como proteinas y &cidos
nucleicos”*® El método mas utilizado para resolver este tipo de problemas es el
método de sumas de EwAIdEn él se transforma el calculo de la sumatoria de todas las
interacciones electrostaticas posibles en otros dos términos de convergencia mucho mas
rapida: uno que engloba las interacciones a corta distancia (espacio directo), que son
calculadas mediante un potencial couldmbico modificado, y otro en el que se incluyen
el resto (espacio reciproco), que se calcula por sumas vectoriales. Una variante mas
eficaz de este método es Particle Mesh Effakeh la que se optimiza el célculo del
espacio reciproco mediante interpolacion B-spline de las cargas puntuales a mallas
tridimensionales. Dichas mallas son posteriormente tratadas mediante transformadas de

Fourier, las cuales reducen notablemente el costo computacional.

Dinamica esencial

Dado que la flexibilidad estructural es claaela funcion de las proteirn@s®, su
estudio puede aportar informacién relevante de los procesos en que participa. Existen
dos técnicas computacionales para extraer las deformaciones esenciales de un sistema
de particulas: el analisis de Modos Normales (Rf®1)y la Dinamica Esencial (ELH

En el método ED, la matriz de covarianza se diagonaliza obteniéndose s/ectore
propios que reflejan la naturaleza de los diferentes modos de deformacion estructural,
cuyos valores propios asociados dan una medida de la contribuciébn de cada vector
propio a la varianza global. Los valores propios son coordenadas colectivas que
representan el desplazamiento a lo largo de un modo a una determinada temperatura
dan informacion sobre el tipo de movimiento de la biomolécula.

Cuando se dispone de diferentes sistemas sobre los cuales se requiere un estudio
comparativo de la deformabilidad, la obtencion de los modos esenciales posibilita una

forma directa de comparacién a través un indice de sinffiittidue se obtiene por

multiplicacion escalar de los vectores [ec. 3.2-8
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3.2-8

1 n n
Vap :;ZZ‘f ® ‘]ﬁ)z

i=l =l
donde n es el numero minimo de vectores propios necesarios para explicar un

determinado valor (por ejemplo el 80% o0 90%) de la varianza estructural.

El valor del indice se sitia proximo a 0 cuando los movimientos son ortogonales y
proximo a 1 cuando existe un grado elevado de semejanza. Si bien el indice de similitud
sefialado es una medida robusta para el estudio de las similitudes entre espacios
conformacionales, asume que todos los modos contribuyen de igual manera al producto
escalar, con lo que es imposible detectar permutaciones de los mismos. El uso de

indices mas complejos que tienen en cuenta los valores propios asociados a cada

movimiento puede ser Util en estos casog (ec. |3%2-9)

3.2-9
_ () (Ax)
TR M
i Vj}-= 2 j=z A 2
i=1 j=1 NG ( ) < @
5 L ;exp{_ ; }Flexp{ A/ }_
AB — , \2 ( ) \2
. exp{ 2(/14) } . exp{ 2( 5) }

) e

donde; es el valor propio (en%asociado al vector propio, con vector unitaripy la
suma puede ser extendida a todos (z=m) o a un nimero importante de vectores propios

(z=n).

3.3. Métodos hibridos cuantico-clasico (QM-MM)

Existen casos donde interesa estudiar propiedades de un sistema grande sin obviar el

tratamiento cuantico de la region de interés, como es por ejemplo una reaccion quimica
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catalizada por una enzima, procesos de excitacion electronica en fases condensadas o
bien procesos con una notable polarizacion electronica. En este caso existen
esencialmente tres alternativas: i) recortar el sistema y estudiar sélo el sitio de interés
i) usar un método de mecanica cuantica de bajo nivel como los métodos semiempiricos
0 iii) realizar un calculo hibrido que combine métodos cuanticos y clasicos

En esta seccidn se describe brevemente la tercera estrategia, que recae en el uso de
métodos hibridos de mecénica cuéntico-mecanica claSicda parte cuéntica es
aquélla donde interesa que haya una correcta descripcion electronica, mientras que el
resto del sistema se trata con métodos clasicos. La dificultad de estos métodos radica en
el tratamiento de la frontera entre ambos subsistemas y del efecto de uno sobre el otro.

El Hamiltoniano total suele tomar la forma:

3.3-1
H = Hyy + Hon + Hop—mum
donde el primer y segundo término corresponde a la contribucion del subsistema clasico
y cuantico, mientras que el tercero da cuenta del acoplamiento entre ambos sistemas
gue generalmente puede describirse como
3.3-2

A @ A B p
pr Qilg Lj
Hyy =Z jTCp +ZZ—Q+H
QM—MM . 1‘11 77| r . |7—Ra| QM—-MM
l

donde el primer término designa la interaccion de la contribucion electrénica con las
cargas clasicas, el segundo a la de los nucleos de ambos sistemas, y el tercero es la
interaccion de tipo Lennard-Jones entre las particulas de ambos subsistemag\ siendo
es el numero de nucleos de la region clasica de cargad kas particulas de la region

cuantica con cargas Z.

3.4. Meétodo de Metropolis Monte Carlo

Esta metodologia es una estrategia alternativa para la exploracion del espacio
conformacional de un sistema. A diferencia de MD, el tiempo no es una variable del
sistemaen MC. Las sucesivas configuraciones del sistema se eligen entonces mediante

cambios aleatorios en las coordenadas del mismo. Cada nueva conformacién generada
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es comparada segun su energia potencial con la del paso anterior. Si la nueva

conformacion del sistema es de menor energia se acepta. Si, por el contrario, es de

mayor energia, su aceptacion depende de i x (ef3.4-1) es mayor que un namero al azar

entre 0 y 1. El algoritmo de Metrépdfise esquematiza erf la Figura 3|4-1

3.4-1

x=e x_(E_EO)
k,T

donde k es la constante de Boltzmann.

Coordenadas iniciales (Xo)

Determinacion aleatoria de una nueva

AEpot = Epot(X) - Epor(X ) . -
pot = Epot(X) - Epet(¥o) Incorporacién de la configuracion X

N

NO

Sl
Probabilidad segtin AEqo

NO

Rechazo de la configuracion

Figura 3.4-1 - Algoritmo basico de Metrdpolis.

Ergodicidad

Uno de los objetivos centrales de la simulacion molecular es el de obtener resultados
gue se puedan comparar con el experimento. En general, el puente entre las
simulaciones y los observables es la termodindmica estadistica. En este contexto y
desde un punto de vista estricto, un muestreo en el espacio de las fases es valido si es

ergodico, es decir, que todo punto accesible del espacio configuracional puede ser
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alcanzado en un numero finito de pasos desde cualquier otro punto. Otro modo de
enunciarlo es que el promedio temporal de las propiedades de un sistema es igual al
promedio sobre el colectivo. Esto se cumple en el limite de simulacion infinita pero no
siempre en las simulaciones reales. Mas aun, el rendimiento ergdédico decae a medida
que el sistema crece en el numero de componentes dado que los grados de libertad se
multiplican. Por esta razén es importante ser cautos a la hora de asumir la validez de los
muestreos y la correspondencia entre muestreos hechos con técnicas distintas. Es
importante tener una clara nocion del tiempo o cantidad de muestro necesario en cada

caso para obtener resultados confiables.

3.5. Perfiles de energia libre asociados a la migracion de
ligandos en proteinas

La estimacién del cambio de energia libre de un proceso requiere la evaluacion
precisa de la energia del sistema, asi como la realizacibn de un muestreo lo mas
completo posible. Es decir, se debe calcular tanto la energia como la entropia con el
mejor compromiso entre calidad y eficiencia. Puesto que el poder de calculo es un
recurso limitado, existe siempre el problema de que al mejorar la descripcién energética
se pierde la capacidad de calculo del término entrdpico y viceversa.

Un sistema puede encontrarse en diferentes estados estables que corresponden a
minimos de energia, pero el camino de un minimo a otro puede estar impedido por una
barrera energética alta que dificulta el paso de un estado a otro a lo largo de una
simulacion por MD. Asi, puede suceder que el sistema se encuentre atrapado en un
minimo de energia potencial y que nunca visite el otro estado de interés en tiempos de
simulacién asequibles. Por ello, se han desarrollado diversas estrategias para poder
evaluar el perfil de energia libre asociado a diversos procesos, como Umbrella Sampling
y Thermodynamic Integration.

Dado que en la presente memoria se realizaron calculos de energia libre asociados a
la migracién de ligandos bimoleculares en proteinas se centraran las siguientes
secciones en una descripcion de los principios de los métodos utilizados: i) Steered
Molecular Dynamics / Jarzynski, y ii) Implicit ligand Sampling. Por ultimo, se incluye

en esta seccién Fpocket dado que se utiliza con los mismos fines (estudio de migracién
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de ligandos pequefios en proteinas), aunque no permite estimar energias libres, sino que

se basa en criterios geométricos.
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3.5.1 Método de Steered Molecular Dynamics acoplado a la
ecuacion de Jarzynski

El método consiste en aplicar al sistema una fuerza que guie el proceso a lo largo de
la coordenada de interés. Evidentemente al aplicar una fuerza el sistema se hallara fuera
del equilibrio, obteniendo de este modo el trabajo irreversible asociado. Esto permite
acelerar el muestreo que describe al proceso a costa de que la trayectoria edté fuera
equilibrio.

Para un proceso que viene descrito por el cambio en un paraidesdet, a
tiempo 0 hasta; a tiempo t, el trabajo promedio realizado en el sistema no puede ser

inferior a la diferencia de energia libre de los estados correspondiefdes a (eq

3.5-1)). Esto es consecuencia de la irreversibilidad de los trabajos realizados en tiempos

finitos. Por lo tanto, el trabajo asociado a un proceso de no equilibrio proporciona una
cota superior a la diferencia de energia libre. Jarzynski demostré que si se toman todas
las simulaciones fuera del equilibrio que llevan al sistemayde A; se obtiene la

energia libre como un promedio de Boltzman de los trabajos irreversiblesastgados

3.5-9).Esdecir, es una técnica que permite obtener propiedades de equilibrio a partir de

simulaciones o experimentos fuera del equilibrio

3.5-1

AF =F(4,)-F(%,)<(w)

3.5-2

exp ~AA(2)/ KT | = (exi ~W(2)/k,T ])

donde 4(A) representa la energia lib"df(1) es el trabajo externo realizado sobre el
sistema para ir desdig a 1, y k, es la constante de Boltzmann.

La perturbacion afiadida al potencial original es dependiente del tiempo y mueve el
sistema a lo largo de la coordenada de reaccion. La implementacion utilizasta en e
memoria para el estudio de migracion de ligandos bimoleculares dentro de la matriz

proteica modifica el potencial de la forma
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3.5-3

V'(r)=V )+ k[ r— (2 +vAr)]
donde k es la constante de fuerza con la que forzamos la posicion del sistema (por
ejemplo la particula en un canal dentro de la matriz proteigég,distancia inicial, v la
velocidad con la que se mueve la particular el incremento de tiempo entre cada

paso.

El problema de éste método es el coste computacional que implica, dado que en el
término exponencial de la ecuacion de Jarzynski los trabajos pequefios son los que
tendran mayor contribucion al hacer el promedio, y éstos son dificiles de obtener en las
condiciones de simulaciéon. Por lo tanto, es necesario realizar un numero elevado de

simulaciones independientes para poder obtener un promedio confergido

3.5.2 Impilicit Ligand Sampling (ILS)

El enfoque de esta metodologia esta basado en el calculo del potencial de fuerza
media (Potential of Mean Force, PMF) que corresponde a la colocaciéon de un pequefio
ligando (Q, CO) en cada punto del interior de la matriz de una proteina. Este PMF esta
asociado a la energia libre necesaria para incorporar el ligando en una posicion
particular y, por lo tanto, describe cudles son las regiones mas y menos favorables para
la presencia del ligando.

ILS no trata al ligando explicitamente sino de modo implicito. Esto significa que la
presencia del ligando en la matriz proteica se trata como una perturbacién. La
metodologia se sustenta en el hecho de que ligando pequefios sin carga o dipolo
importante interactian débilmente con la proteina y practicamente no modifican la
dinamica de ésta. Basado en esta hipotesis se utiliza una MD realizada en ausencia del
ligando y luego se calcula la interaccion del ligando como una perturbacion en cada
posicién en la proteina y para cada foto de la MD. Esto permite obtener una estimacion
de la energia libre en todos los puntos del espacio simultaneamente en un solo calculo y
con una sola MD con suficiente muestreo. En este sentido es un método relativamente

econdmico en términos de poder de calculo.
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El PMF o la energia libre de colocar al ligando en un punto r, G(r), se obtiene

mediante laeauacion 3.5-4 y puede ser asociada directamente con la probabilidad de

encontrar al ligando en esa posicion.

3.5-4

—AE(q,r)
G(r)=—kaanEe MC
M C

donde M es el numero de fotos de la MD, C distintas orientaciones del ligando y
AE(q,r) es la energia de interaccion entre la protednda conformacion ¢ el ligando
en la posicion r. La energia de interaccion se trata como un potencial de Lennard-

Jone&®*°

En la préactica el sistema se divide en celdas que forman una red tridimensional cuya
resoluciébn se debe escoger segun la precision que se requiera. Normalmente la
resolucion esta en celdas de entre 0.5 y 1 A. Cuanto mas fina sea la grilla mas suaves
seran las isosuperficies de energia libre que permiten obtener sitios de union y canales a
lo largo de la matriz proteica. Otro pardmetro que debe escogerse es el niumero de
estructuras que se utilizardn para obtener la energia libre en cada punto. Para obtener
resultados razonables se utilizan entre 1000 y 10000. Segun el ligando bimolecular para
el cual se quiera obtener la energia libre, se deben especificar los parametros asociados
al mismo: la distancia entre los atomos que lo forman y los valoresopsra,
parametros del potencial de LJ. En la presente memoria los calculos por ILS se

realizaron con el programa VMP™

3.5.3 FPocket

Esta metodologia, a diferencia de las otras presentadas en esta seccion, cae en la
categoria de métodos geométricos dado que no se basa en un modelo déEnEsyia
rapido y permite obtener un mapa tridimensional de cavidades y tuneles tal como lo
hace ILS, pero basado en las caracteristicas estructurales del sistema.

Primeramente se realiza una descomposicion de Voronoi (Voronoi tessgllation
usando los &tomos como puntos en el espacio. Los diagramas de Voronoi tienden a estar

involucrados en situaciones donde el espacio debe ser particionado en “esferas de
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influencia” y parece gobernar muchos procesos de crecimiento y distribucion en la
naturaleza. Una vez obtenidos los nodos Vorofpaicket los filtra de acuerdo a un
radio minimo y uno maximo de las esferas alfa asociadas. Una esfera alfa es aquella

centrada en un nodo Voronoi en cuyo borde se encuentran cuatro atomos y ninguno en

su interior [(Figura 3.5{1). Luego se realiza un clusterizado (agrupado) para agrupar

esferas alfa cercanas y formar asi un pocket (set de esferas alfa). A cada dedkat se

un puntaje y se establece asi un ranking de acuerdo al puntaje de cada uno.

Alpha sphere

Voronoi vertice

Figura 3.5-1 - Representacion de esfera alfa en 2D

Este método puede adaptarse al andlisis del comportamiento dindmico de las
cavidades y tuneles mediante el examen de una coleccidon de estructuras extraidas de
MD (mdpocket*. Asi, ello permite calcular una densidad de cavidades para cada punto
del espacio. Aquellas zonas con alta densidad corresponden a cavidades conservados a
lo largo de la MD, mientras que densidades bajas denotan cavidades transitoria

3.6. Solvatacion

El medio juega un papel clave en la determinacion de propiedades y dela reactividad
de sustancias en fases condensadas. Para poder describir el proceso de insercion de una
molécula en un medio condensado, es necesario precisar qué entendemos por

solvatacion y dotar al proceso de una base termodinamica.
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3.6.1 Descripcion termodinamica

La solvatacion se define como el trabajo mediante elalwsdluto se transfiere de
manera reversible desde una posicion fija en fase gas, a la misma posicion en solucién a
temperatura y presién constantes y concentraciéon generalmente Dadlo que el
proceso termodinamico se define a presion y temperatura constantes, el potencial
termodinamico necesario para describir el proceso es la energia libre de Gibbs G, de
ahora en adelante energia libre de solvatacion. Por ello al trabajo reversible necesario

para transferir el soluto en las condiciones anteriores, se le conoce como energia libre de
solvatacionAG,,,. La energia libre estandax®, ;se puede determinar a partir de la

relacion de concentraciones de equilibrio del soluto en fase gas y solucién mediante:
3.6-1

: Alg,
AGY(A) = limpa),,i—o {—RTIN ([ 2908 |eq)}

[A] s

En esta seccion describiremos brevemente el formalismo del modelo continuo IEF-

MST, que est4 basado en el modelo PEN

3.6.1 Modelos de solvatacion continuos

En todos estos modelos la energia libre de solvatacion se descompone entres
contribuciones, cada una de ellas asociada a una fase del proceso de solvatacion.
3.6-2

AG‘HE}! = L\G\‘C(Ll‘ - AC}Irdu.' T AGE!&
donde AG_,, es el trabajo reversible necesario para crear una cavidad en el solvente
suficientemente grande para alojar el solu, , es el trabajo reversible necesario

para activar las interacciones de dispersion-repulsion entre soluto y solve@tg, gs

el trabajo reversible para generar la distribucion de carga del soluto dentro del solvente.

Las dos primeras componentes son especialmente importantes para estudiar la

solvataciébn en solventes poco polares y constituyen lo que suele conocerse por
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contribucidon no electrostatica. La ultima es particularmente importante para solutos
polares o cargados en solventes polares debido a la fuerte polarizacion del solvente, que
se modeliza por un medio continuo y uniforme de constante dieléctrica en los modelos

de solvente implicito (continuo).

Contribucion electrostdtica a la energia libre de solvatacion

Cuando se introduce el soluto en el solvente, la distribucién de carga del soluto
perturba al solvente, que reacciona a su vez creando un campo eléctrico opuesto al
generado por el soluto denominado campo de reaccion. En el marco de la teoria de
respuesta lineal, el tratamiento cuantico del proceso se lleva a cabo modelizando la

respuesta del solvente mediante un operador perturbativo afiadido al Hamiltoniano en

vacio del soluto (ecuacipn 3.6-3)

3.6-3
(HO +VR1TSO|> = E| lPsoI>

donde H es el Hamiltoniano en vacio del soluto y &s el operador perturbacion que
da cuenta del campo de reaccion del solvente. F

Finalmente la contribucion electrostatica a la energia libre de solvatacién se obtiene

mediante la diferenci&

3.6-4

AG (T J(Ho VI Jr5( 8 I S )

donde el factor 1/2 es debido a que para polarizar el solvente, se asume que solo se

emplea la mitad de la energia de interaccion soluto-solvente.
En el modelo PCM, desarrollado por Miertus, Scrocco y Tofttdsel campo de
reaccion se modeliza por un conjunto de cargas puntuales no polarizables repartidas por

la superfcie del soluto. Esta superficie se divide en fragmentos suficientemente
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pequefos (teseras) como para quela densidad superficial de cada sequeda

considerar constante. En este caso, el operador perturbativo es simplemente:

3.6-5

J

r — I‘j|

donde gles el conjunto de cargas correspondientes a cada tesera.

Para la obtencion de las cargase utiliza el formalismo IEF (Integral Equation
Formalism) que, respecto al modelo original MST(PCM), presenta la ventaja de
unmejor tratamiento de la renormalizacion de carga, contribuyendo a minimizar su
impacto en el término electrostatico. La aproximacion IEF, basada en el formalismo de
ecuaciones integrales y en el uso de funciones de Green, presenta la ventaja de estar
menos afectada por la densidad de carga que se extiende mas alld de la cavidad,
permitiendo asi estudiar medios dieléctricos homogéneos isétropos y anisotropos, asi
como soluciones idnicas. Asi, la determinacion de las cargas superficiales tiene lugar

mediante la resolucién de un sistema de ecuaciones lineales:

3.6-6
Ao =—g
3.6-7
A= (Qr-D,)S; +S.(2n + D))
3.6-8

g = 1@ —D,) =SS (2m — D)V
dondec es la densidad superficial de carga, los subindiges designan las zonas
interior y exterior de la cavidad respectivamente, la matriz D contiene las componentes
normales del campo electrostatico que las cargas superficiales ejercen entre si, y por

altimo la matriz S contiene el potencial de reaccion que se ejercen las cargas entre si.
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Contribucion de cavitacion a la energia libre de solvatacion

Este término tiene en cuenta el trabajo necesario para crear en el solvente una
cavidad suficientemente grande para introducir el soluto. Su evaluacion se ha efectuado
usando el tratamiento de particulas escaladas de Plefbitiésta, se trata el solvente
como un fluido de esferas duras, y la energia de cavitacion se obtiene como un
desarrollo en serie de potencias de la distancia de contacto atbmica soluto-solvente.

3.6-9

NG = Ko+ B Bonps+ Kl Kl

donde las Kdependen de la presion y la temperaturayyeR la suma de los radios del

soluto y el solvente respectivamente.

Este modelo funciona bastante bien para solventes y solutos pequefios y esféricos.
Sin embargo para casos no esféricos se hace necesario definir radios efectivos para las
moléculas de solvente. Por ello, Claverie sugirié el uso de una correccion en funcion de

la exposicion de cada atomo al solvéhte

3.6-10

S

- ACea(Ri)

AC’;':::m-‘ = Z

i

donde $y R son el area y el radio respectivos del &tomo i-ésimo.

Contribucion de dispersion-repulsion a la energia libre de solvatacion.

Este término generalmente suele expresarse como una suma de contribuciones

atomicas, las cuales son proporcionales a la superficie expuesta del &tomo.

3.6-11
&Grdw = Z i —'"'1:'
i
donde las constantes de proporcionalidad denominan tensiones superficiales.
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Dichas tensiones se parametrizan a partir de un conjunto de datos experimentales, de
forma que el modelo reproduzca lo mejor posible las energias libres de solvatacién de
los compuestos parametrizados. Estos conjuntos de parametrizacidbn se escogen de
forma que estén representados varios grupos funcionales en un solvente dado, con la

esperanza de que los parametros obtenidos sean transferibles.

3.7. Descomposicion estructural de modos normales (NSD)

Un factor que afectala reactividad del grupo hemo es su distorsién. Jentzeri%t al.
propusieron una clasificacion sistematica para la estructura de una hemo distorsionado

respecto a uno de referencia de estructur ¥ basada en los modos normailes (Figura

3.7-1) mas relevantes fueran del plano (saddling, ruffldaming, X-waving, Y-waving

and propellering y en el plano (meso-stretching, N-pyrrole stretching, pyrrole
traslation (X)), breathing and pyrrole rotation).Se ha demostrado que diferentes

familias de hemoproteinas conservan distorsiones simflares

RUF DOM
B By, A,
WAX WAY PRO
E E A,

% 9y

Figura 3.7-1 - Distorsiones del hemo en NSD. Izquierda: Fuera del plano (rojo); doming

(dom), ruffling (ruf), saddling (sad), waving (wax, way) y propellering (pro). Derecha: En

el plano, positivas (rojo) y negativas (azul): meso-stretching (mst), N-pyrrole stretching

(nst), pyrrole translation (trx, try), breathing (BRE) y pyrrole rotation (rot). La referencia
Dsh en negro
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En el marco de NSD la distorsién de un anillo porfirini€ppf ec.| 3.7-1)se

cuantifica segun los desplazamientos observados para los atomos de C y N en la

estructura del macrociclo respecto a una referengiéS; ec| 3.7-1). Est®q,spuede

ser escrito como una combinacion lineal de los desplazamientos de los modos normales

A

(D, -ec|3.7-2.

3.7-1
RusSbsSe
3.7-2

D)bS:iZ:qﬁ

donde des el coeficiente asociado con el desplazamiento del modo Di nal

Esta base minima de 12 coordenadas colectivas ortonormales esta formada por los
modos de menor frecuencia y permite describir cualquier hemo distorsionado de un
modo natural y sin la necesidad de utilizar los 66 grados de libertad internos. Utilizar
una base minima significa una importante reduccion del espacio de las variables con un

costo pequefio de disminucion de exactitud en la descripcion de la distorsion
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Metodologia Multinivel

Objetivos

El desarrollo de la metodologia Multinivel y su aplicacion seran presentadas en tres

partes:

e Extension del modelo de solvatacion continuo MST al hamiltoniano
semiempirico RM1

e Desarrollo de la metodologia Multinivel Monte Carlo-RM1/MST acoplada a
calculos ab initio

e Aplicacion de la metodologia a histamina

4.1. Extension del modelo de solvatacion MST al hamitoniano
semiempirico RM1

Los trabajos previos de parametrizaciéon de distintos hamiltonianos al modelo de
solvatacion MST llevados adelante en nuestro druiizan la estrategia de cavidad
dual. En ella los componentes no electrostaticos de la energia libre de solvatacion
(dispersion-repulsiéon) son determinados usando una superficie molecular construida a
partir de radios atémicos de van der Waals, mientras el término electrostatico se
determina escalando la superficie expuesta a solvente. Este xictgeneralmente se
ajusta a partir de comparacion de la respuesta electrostatica determinada por calculos
cuanticos Self Consistent Reaction Field (QM SCRF) MST y la componente
electrostética obtenida por simulaciones clasicas discretas (dinamica molecular o monte
carlo).

El factor de escalado depende del solvente y los radios adoptados en
parametrizaciones prevfase han mantenido en este tra@ﬂf.l-l). Por dltimo,
se ha utilizado el procedimiento GEPOL para determinar la cavidad que separa soluto y

solvente de cara a determinar las distintas contribuciones a la energfa libre.
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Tabla 4.1-1. Parametros definidos para calculos MST/RM1 en agua, octanol,
cloroformo y tetracloruro de carbono.

Factor de escaladac()
Agua Octanol Cloroformo Cloruro de
carbono

1.25 1.50 1.60 1.80

Radio atémico (R) eA

General Eecifico para agda

H 2 1.20 (0.80) N in -N-

C 1.50

N 1.50 N in -N- 1.40
N in -NH; 1.55

@) 1.40 O in—OH 1.45

F 1.35

P 1.80

S 1.75 S in—SH 1.85

Cl 1.80

Br 1.95

®Entre paréntesis el radio para un atomo de hidrégeno unido a heteroatomo.
“Radio modificado para grupos quimicos especificos en solucién acuosa

En linea con los trabajos previos, la extension del modelo MST al hamiltoniano
RM1 sigui6 la misma estrategia dual, completandose una parametrizacion para
compuestos neutros en los cuatro solventes habituales (agua, octanol, cloroformo y
tetracloruro de carbono) y para iones en agua. Los célculos RM1 fueron llevados a cabo

usando una versién del MOPAC 6.0 modificada localmente.

4.1.1 Compuestos neutros

Un total de 81, 66, 57 y 50 compuestos conteniendo grupos funcionales

(bio)organicos prototipo han sido considerados para llevar adelante la parametrizacion
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del modelo MST/RM1 para agua, octanol, cloroformo y tetracloruro de carbono,
respectivamente. La validez estadistica del modelo fue valorada a posteriori por
comparacion de las energias de solvatacion calculadas y experimentales para un
conjunto de prueba de compuestos.

La parametrizacion del modelo MST para el hamiltoniano RM1 se llevo adelante
intentando reducir al minimo el ndmero de pardmetros ajustables para una mayor
transferibilidady con el objeto deevitar artefactos por “sobreentrenamiento”. La
estrategia se limita al ajuste de las tensiones superficiglege( Métodos) por
comparacion entre energias libres de solvatacion experimentales y calculadas. Se realiza
una regresion lineal multiple para obtener la componente de van der Waals de la energia
libre de solvatacién sustrayendo los componentes de cavitacion y electrostatico a los

valores experimentales, tal como se expresa en la ecpacion 4.1-1

4.1-1

AG,, = AGE® — AG,, — AG

sol cav

La[Tabla 4.1-2 muestra las energias libres de solvatacion en los cuatro solventes

para los compuestos del set de entrenamiento [y la Tabla| 4.1-3 los parametros

estadisticos de la comparacién de las energias libres de solvatacion experimentales y

tedricas (para mas informacion, véase la Informacién Suplementaria de la refprencia

Tabla 4.1-2. Energia libre de solvatacion (kcal/mol) determinada por calculos MST/RM1
para el set de entrenamiento en agua, octanol, cloroformo y tetracloruro de carbono
(calculada/experimental).

Tetracloruro

Agua Octanol Cloroformo
Compuesto de carbono
C,H
Etano 1.4/1.8 -0.9/-0.6
Neopentano -1.7/-1.7
Ciclohexano 1.9/1.2 -3.3/-3.7
n-Hexano -3.1/-3.3
n-Heptano -3.6/-4.1
n-Octano -4.2/-4.6
Etileno 0.1/1.3 -1.8/-0.3
2-Metilpropeno 0.5/1.2 -2.6/-2.0 -2.71-2.6
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1-Buteno
E-2-Penteno
Benzeno
Tolueno
m-Xileno

C,H,O

Agua

Metanol

Etanol
n-Propanol
2-Propanol
n-Butanol
n-Pentanol
n-Hexanol
n-Heptanol
n-Octanol

Fenol
o-Metilfenol
p-Metilfenol
Dimetileter
Dietileter
Tetrahidrofurano
Anisol
Acetaldeido
Benzaldeido
p-hidroxibenzaldeido
Acetona
Butanona
Acetofenona
Acido acético
Acido propiénico
Acido butirico
Metiletanoato
Etiletanoato
Metilpropanoato
Metilbenzoato

C,H,N
Amoniaco
Metilamina
Etilamina
n-Propilamina
n-Butilamina
Dimetilamina
Dietilamina
Trimetilamina
Piperidina

0.7/1.4

0.8/1.3
-1.4/-0.9
-1.3/-0.9
-1.2/-0.8

-6.5/-6.3
-5.4/-5.1
-5.2/-5.0
-4.9/-4.8
-4.2/-4.8
-4.6/-4.7
-4.5/-4.5
-4.4/-4.4
-4.2/-4.2

-6.1/-6.6
-5.2/-5.9
-5.6/-6.1
-1.3/-1.9
-1.6/-1.6
-2.5/-3.7
-2.4/-1.0
-3.6/-3.5
-4.1/-4.0
-9.1/-10.5
-3.8/-3.9
-3.4/-3.6
-4.6/-4.6
-7.51-6.7
-6.8/-6.5
-6.5/-6.4
-3.1/-3.3
-3.1/-3.1
-2.8/-2.9
-3.6/-4.3

-3.5/-4.3
-4.9/-4.6
-4.6/-4.5
-4.6/-4.4
-4.4/-4.3
-3.5/-4.3
-4.1/-4.1
-2.2/-3.2
-4.7/-5.1
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-2.6/-1.9

-4.3/-3.7
-4.8/-4.6

-5.6/-4.4
-4.4/-3.9
-4.7/-4.4
-5.2/-5.0

-5.8/-5.7
-6.4/-6.4
-6.9/-7.1
-7.6/-7.8
-8.1/-8.1
-7.41-8.7

-2.1/-2.1

-3.9/-3.9
-5.5/-5.5

-6.5/-6.1

-4.1/-3.2

-6.1/-6.4
-6.4/-6.9
-6.9/-7.6
-3.9/-3.5

-6.9/-7.3

-3.9/-3.8
-4.4/-4.1
-5.0/-4.8
-5.5/-5.4

-4.6/-4.8
-2.5/-3.6
-5.5/-5.3

-5.1/-4.6
-5.5/-5.5
-6.0/-5.9

-3.5/-3.4
-4.0/-3.9
-4.6/-4.3
-4.6/-4.3
-5.3/-5.3
-6.0/-5.9
-6.6/-6.7
-7.3/-7.5

-7.0/-7.1
-7.2/-7.6
-7.3/-7.6

-4.3/-4.3

-6.5/-6.2
-4.0/-3.7
-7.3/-7.1
-9.2/-10.4
-4.6/-4.3
-5.1/-5.4
-7.8/-8.4
-5.4/-4.5
-5.8/-5.2
-6.5/-6.0
-4.9/-4.9
-5.5/-5.5
-5.4/-5.5
-8.1/-7.8

-3.5/-3.2
-4.1/-4.0
-4.8/-4.7
-5.4/-5.1
-3.5/-3.7
-4.9/-5.2
-3.9/-4.0

-2.9/-2.5
-3.5/-3.5
-4.6/-4.5
-5.0/-5.1
-5.4/-5.7

-2.6/-2.2
-3.1/-3.1
-3.71-3.7
-3.6/-3.2
-4.3/-4.2
-5.0/-5.0
-5.6/-5.7
-6.2/-6.5

-6.0/-6.1
-6.3/-6.8
-6.4/-6.1

-5.7/-5.5

-6.4/-6.1
-7.8/-8.2
-3.4/-3.5
-4.0/-4.1
-6.8/-6.4
-4.2/-3.4
-4.7/-4.3
-5.3/-5.0
-3.8/-3.7
-4.4/-4.4
-4.3/-4.4
-7.1/-7.2

-2.4/-2.5
-3.0/-2.8
-3.6/-3.6
-4.2/-4.2
-2.5/-2.8
-3.8/-4.1
-2.6/-3.1
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Anilina
Acetonitrilo
Propanonitrilo
Butanonitrilo
Benzonitrilo
Piridina
2-Metilpyridina
4-Metilpyridina

C,H,N,O
Acetamida
Nitroetano
Nitropropano
Nitrobenzeno
m-Nitrofenol
p-Nitrofenol

C,H,S

Sulfuro de hidrogeno
Metanotiol
1-Propanotiol
Tiofenol
Dimetiltioeter
Dietiltioeter

Tioanisol

Tiofeno

C,H,Haldégenos
Flurometano
Tetrafluorometano
1,1-Difluoroetano
2,2,2-Trifluoroetanol
Fluorobenzeno
Cloroformo
Cloroethano
Clorobenzeno
p-Diclorobenzeno
Fluorotricloromearno
Difluorodiclorometano
Diclorometano
Bromometano
Bromoetano
Bromobenzeno
p-Dibromobenzeno
1-Bromo-2-Cloroetano
p-Bromofenol

C,HP

-5.8/-5.0
-4.0/-3.9
-3.9/-3.9
-3.7/-3.6
-4.7/-4.1
-4.3/-4.7
-4.2/-4.6
-4.4/-4.9

-10.1/-9.7
-4.3/-3.7
-3.6/-3.3
-4.2/-4.1

-1.2/-0.7
-1.2/-1.2

-2.0/-2.6
-1.4/-1.5
-2.0/-1.4
-2.21-2.7

-0.4/-0.2
4.3/3.2
-0.4/-0.1
-6.2/-4.3

-1.3/-1.1
-0.6/-1.0

3.8/1.7
-2.0/-1.4
-1.5/-0.8
-1.8/-0.7
-1.7/-1.5
-1.3/-2.4
-1.6/-2.0
-6.9/-7.1
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-3.4/-3.2
-3.9/-3.7
-4.4/-4.3
-6.4/-6.1
-4.7/-5.3

-7.4/-8.0
-4.4/-3.9

-6.5/-6.6

-3.8/-3.5
-5.7/-6.0
-3.3/-4.2
-4.6/-4.1
-6.5/-6.5
-4.3/-3.9

1.7/1.5
-1.6/-1.1
-5.0/-4.8
-4.1/-3.9
-3.9/-3.8
-3.5/-2.6

-6.0/-5.7
-2.21-2.6
-0.9/-1.3

-2.9/-2.4
-3.6/-2.9
-5.7/-5.5
-6.8/-7.5

-7.0/-6.8
-4.8/-4.4

-8.0/-7.2
-6.2/-6.7
-6.6/-7.0
-6.7/-7.5

-6.5/-7.1

-8.5/-7.8
10.1/-10.5
10.5/-11.0

-7.6/-7.6

-5.5/-6.4
-7.5/-6.0
-5.2/-5.8

-3.2/-3.0
-4.3/-4.3

-5.8/-5.5
-6.4/-6.3
-2.71-2.6
-1.2/-1.6

-8.6/-8.6

-5.9/-5.7

-6.8/-6.3
-4.9/-5.0

-4.9/-4.5
-7.0/-6.9
-8.3/-8.8
-8.5/-9.4

-5.7/-5.7

-3.6/-3.6

-5.4/-5.2
-6.2/-6.3

-6.3/-6.3

-7.9/-7.9
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Fosfina 0.6/0.6

Las desviaciones medias con signo (msd) presentadgs en la Tahla 4.1-3 son cercanas

a 0 para los cuatro solventes y el coeficiente de escalado de la ecuacion de regresion
entre valor experimental y tedrico (c) cercano a la unidad. Esto indica una ausencia de
error sistematico para una serie extensa y variada de compuestos neutros. La desviacion
cuadratica media (rmsd) entre energias de solvatacion experimentales y tedricas es de
0.6, 0.5, 0.5 y 0.3 kcal/mol para agua, octanol, cloroformo y tetracloruro de carbono,
respectivamente, lo que estd muy préximo a las incertidumbres obtenidas con los

modelos MST/AM1ly MST/PM3 y para las versiones ab initio del método.

Tabla 4.1-3. Pardmetros estadisticos para el ajuste entre energias de solvatacion
experimentales y tedricas derivadas de calculos MST/RM1.

Parametrd Agua Octanol Cloroformo Tetracloruro

de carbono
Set de entrenamiento

n 81 66 57 50

msd 0.0 0.1 0.0 0.0

rmsd 0.6 0.5 0.5 0.3

c 0.99 1.00 1.00 1.00

r 0.99 0.99 1.00 1.00

F 3194 5853 10247 15442

Setde validacion

n 32 24 16 12

msd 0.1 0.0 0.0 -0.1

rmsd 0.7 0.7 0.8 0.6

C 0.97 1.01 0.99 1.02

R 0.99 0.99 0.99 0.99

F 2068 1572 798 851

& nimero de compuestos (n); desviacion media (msd; kcal/mol); desviacion

cuadratica media (rmsd; kcal/mol); factor de escalado (c), coeficiente de correlacion de
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Pearson (r) and valar.

Si se analizan los distintos componentes de la energia de solvatacion (véase la
Informaciéon Suplementaria de la refereficisse aprecia que la componente
electrostatica da cuenta en promedio del 132%, 39%,y28%06 del total de la energia
de solvatacion en agua, octanol, cloroformo Yy tetracloruro de carbono
Consistentemente, el cambio en el momento dipolar inducido al solvatar alcanza
alrededor del 40%, 17%, 13% and 6%, lo que esta de acuerdo con el cambio del
momento dipolar inducido por el solvente predicho por versiones previas del algoritmo
MST y de célculos QM/MM discretos.

Para validar la parametrizacion del método MST/RM1, se han calculado las energias

de solvatacion de un conjunto adicional de 84 compuestos (agua: 32; octanol: 24;

cloroformo: 16; tetracloruro de carbono: 12; Tabla 4.1-4) que denominamos set de

validacién. Evidentemente, ninguna de estas moléculas fue considerada en la
parametrizacion. La fiabilidad del modelo MST/RM1 fuera del conjunto de

entrenamiento puede ser verificada por la excelente concordancia entre las estimaciones

experimentales y tedricas (Tabla 413 y Figura 4.1-1)

Tabla 4.1-4. Energia libre de solvatacion (kcal/mol) determinada por calculos MST/RM1
para el set de validacién en agua, octanol, cloroformo y tetracloruro de carbono
(calculada/expoerimental).

Tetracloruro

Agua Octanol Cloroformo

Compuesto de carbono
C,H
Propano 1.9/2.0 -1.4/-1.3
Hexano 2.7/12.5
Ciclopenteno -0.3/0.6
Etilbenzeno -1.1/-0.8 -5.3/-5.1 -6.1/-5.8 -5.5/-5.7
p-Xileno -1.2/-0.8 -5.3/-5.2
Naftaleno -2.5/-2.4 -7.5/-7.0 -7.7/-7.9 -7.0/-7.6
Ciclohexano -4.0/-4.5
C,HO
2-Metil-2-propanol -4.0/-4.5 -5.0/-4.8 -4.9/-4.5 -3.8/-3.4
Dioxano -2.7/-1.8 -4.1/-4.9 -4.9/-6.2 -4.0/-5.0
Metil propl ether -1.3/-1.7 -3.3/-3.6
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Propanal -3.7/-3.4 -4.1/-4.1

Ciclopentanone -4.2/-4.7 -5.4/-5.0 -4.6/-5.3
Metilmetanoato -3.0/-2.8 -3.3/-2.8

2-Propen-1-ol -5.9/-6.8 -6.0/-5.3 -5.0/-4.3

p-Cresol -7.8/-8.8 -7.3/-7.6

Acido Butirico -6.9/-7.6 -6.5/-6.0 -5.3/-4.8
Acetaldehido -4.0/-3.7

Acido Propiénico -5.8/-5.4

Benzaldehido -6.4/-6.1
Butanona -4.0/-4.1
Metil etanoato -3.8/-3.8
C,H,N

Pirrolidina -5.1/-5.5

Piperazina -7.7/-7.4 -7.1/-5.8

p-Metilanilina -6.0/-5.6

Metil pirazina -4.8/-5.6

Metiladenina -12.9/-13.6

Aminoanilina -10.9/-9.9

Anilina -7.2/-6.7

2-Metil pyridina -5.0/-6.1

4-Metil pyridina -5.2/-6.6

Ammonia -3.1/-2.4 -2.2/-1.1
Piperidina -5.3/-6.4

Trimetilamina -2.6/-3.1
C,H,N, O

Benzamida -11.8/-10.9

Urea -15.5/-13.8

Nitrometano -4.5/-4.0

Morfolina -5.5/-7.2 -5.6/-6.7

Metiltimina -9.8/-10.4

Nitropropano -4.7/-4.4

C,H,S

Etanotiol -1.5/-1.3

Dimetil sulfuida -1.4/-1.8

Dietiltioeter -4.6/-4.1 -5.5/-6.4

Tioanisol -7.5/-7.5 -5.7/-5.7

C, H, Halégenos

Fluorobenzeno -0.8/-0.8

Diclorometano -1.9/-1.4

o-Clorotolueno -0.8/-1.2

Dibromometano -1.7/-0.7

Clorofluorometano -2.3/-0.8

Tetrafluorobenzeno 1.7/1.5

2,2,2-Trifluoroganol -5.0/-4.8
Colorobenzeno -5.3/-5.0
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p-Dicolorobenzeno -6.0/-5.7
p-Bromofenol -9.2/-10.6
Bromobenzeno -6.7/-6.1
C,HP
Trietilfosfato -7.9/-7.8
4 -
2 _
O _
-2 4
B 4
5
E °
2
>
w -10 -
_12 _
-14 -
_16 _
'18 T T T T T T T T T T 1
-18 -16 -14 -12 -10 -8 6 4 -2 0 2 4

Calculada

Figura 4.1-1. Energias libres de solvatacion experimentales y calculadas determinadas
para el set de validacion de compuestos en agua, octanol, cloroformo y tetracloruro de
carbono

La comparacion de las tensiones superficiales optimizadas para el modelo

MST/RM1 en los cuatro solventgs (Tabla 4)1ebn aquellas optimizadas para los

modelos MST/AM1 y MST/PM3 revela que existe una importante correspondencia, lo
que es esperable por la similitud entre los tres hamiltonianos. Las diferencias mas
importantes se encuentran en los tipos de atomo C y N lo que puede ser atribuido -al
menos en parte- al hecho de que ambos, MST/AM1 y MST/PMS3, requirieron de la

inclusion de un término de correccion para los grupos nitrilo, lo que no fue necesario
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para MST/RM1

Tabla 4.1-5. Tensiones superficiales atédmicas optimizadas (& para MST/RM1

(MST/AM1 / MST/PM3) en agua, octanol, cloroformo y tetracloruro de carbono.

Tetracloruro de
Y Agua Octanol Cloroformo carbono
-0.169 -0.248 -0.161 -0.180
¢ (-0.217/-0.288) (-0.280/-0.280) | (-0.239/-0.242) | (-0.220/-0.220)
-0.133 -0.197 -0.158 -0.153
e (-0.124/-0.125) (-0.192/-0.193) | (-0.151/-0.154) | (-0.150/-0.151)
-0.130 -0.194 -0.148 -0.143
cHe (-0.130/-0.127) (-0.194/-0.192) | (-0.150/-0.150) | (-0.144/-0.144)
CH3 -0.120 -0.182 -0.143 -0.135
(-0.114/-0.120) (-0.178/-0.178) | (-0.140/-0.143) | (-0.134/-0.135)
N -0.073 -0.110 -0.182 -0.151
(-0.128/-0.101) (-0.245/-0.204) (-0.256/-0.206) | (-0.206/-0.190)
-0.130 -0.227 -0.179 -0.174
NH (-0.115/-0.145) (-0.325/-0.311) | (-0.194/-0.185) | (-0.174/-0.175)
o -0.060 -0.150 -0.154 -0.152
(-0.013/-0.031) (-0.138/-0.105) | (-0.134/-0.116) | (-0.139/-0.133)
-0.174 -0.258 -0.186 -0.189
o (-0.152/-0.159) (-0.273/-0.265) | (-0.179/-0.173) | (-0.183/-0.182)
-0.048 -0.124 -0.074 -0.051
F (-0.047/-0.049) (-0.124/-0.118) | (-0.077/-0.076) | (-0.052/-0.048)
P -0.074 ---- ---- -—--
PH -0.074 ---- ---- -—--
-0.104 -0.191 -0.169 -0.120
S (-0.079/-0.058) (-0.205/-0.173)| (-0.180/-0.156) | (-0.119/-0.109)
sH -0.093 -0.176 -0.188
(-0.064/-0.053) (-0.176/-0.157) (-0.187/-0.172)
cl -0.094 -0.163 -0.129 -0.126
(-0.118/-0.110) (-0.167/-0.175) | (-0.128/-0.128) | (-0.125/-0.125)
-0.102 -0.163 -0.141 -0.139
Br (-0.115/-0.108) (-0.175/-0.173) | (-0.135/-0.135) | (-0.134/-0.135)

Tomando los datos para los cuatro solventes en conjunto, los valores de desviacion
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cuadratica media (rmsd) enteeG,, determinados para RM1, AM1 and PM3 estan

proximos a 0.5 kcal/m(1l (Tabla 4.1-6). Sin embargo, el rmsd varia de 0.1 kcal/mol en

tetracloruro de carbono a alrededor de 0.9 kcal/mol en agua, lo que es esperable dada la

reduccion del factor de escalaxique modula la frontera soluto/solvente, o que a su

vez resulta en grandes diferencias en el térmi®,, entre los formalismos

semiempiricos.

Tabla 4.1-6. Parametros estadisticos de la comparaciéon entre la componente
electrostatica de la energia de solvatacién en agua, octanol, cloroformo y tetracloruro
de carbono derivados de calculos MST/RM1, MST/AM1 y MST/PM3.

Parametrd msd rmsd C r F
Todos los valores
RM1 vs AM1 0.1 0.5 0.92 0.99 8736
RM1 vs PM3 0.2 0.6 0.93 0.98 5062
AM1 vs PM3 0.1 0.8 0.91 0.97 5319
Agua
RM1 vs AM1 0.5 0.8 0.91 0.97 1215
RM1 vs PM3 0.3 0.9 0.94 0.94 547
AM1 vs PM3 -0.2 0.8 1.03 0.95 645
Octanol
RM1 vs AM1 -0.1 0.3 1.06 0.97 919
RM1 vs PM3 0.2 0.5 0.89 0.94 489
AM1 vs PM3 0.3 0.5 0.84 0.97 830
Cloroformo
RM1 vs AM1 0.0 0.2 1.02 0.98 1107
RM1 vs PM3 0.1 0.3 0.90 0.94 455
AM1 vs PM3 0.1 0.3 0.88 0.96 571
Tetracloruro de carbono

RM1 vs AM1 0.0 0.1 0.96 0.98 1240
RM1 vs PM3 0.0 0.1 0.89 0.95 452
AM1 vs PM3 0.0 0.1 0.92 0.96 621
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& desviacion media (msd; kcal/mol); desviacion cuadratica media (rmsd; kcal/mol);

factor de escalado (c), coeficiente de correlacion de Pearson (r) anB.valor

Si se obtienen las energias de solvatacion MST/RM1 asumiendo la transferibilidad

AG

de las MST/AM1 o MST/PMS3, la desviacion cuadratica media es de 0.8y 0.

kcal/mol para cloroformo y tetracloruro de carbono, lo que es comparable a los valores

obtenidos para el modelo optimizado MST/RM1 (Tabla 4.1-3). Sin embargo, resultan

mayores a 0.5 kcal/mol que aquellas con el modelo optimizado MST/RM1 para los
solventes mas polares (agua y octanol). Aunque esta no es una diferencia, drastica
representa un empeoramiento en la exactitud quimica, confirmando la necesidad de

realizar una parametrizacion especifica para el hamiltoniano RM1.

4.1.2 Compuestos idnicos en agua

La extension del modelWST al hamiltoniano RM1 para iones en agua fue llevada
a cabo tomando como referencia experimental los 97 compuestos idnicos de la reciente
compilacién de Kelly et dl. corregida por un factor de 1.9 cal/mol, que da cuenta de la
diferencia entre el valor teérico determinado por Zhan y Dipana la energia libre de
hidratacién del protén (usada €npara obtener las energias experimentales de
hidratacion de iones) y los valores experimentales mas precisos obtenidos por
Tissandier et af°

De acuerdo a nuestros estudios ab initio previos la cavidad del soluto en agua debia
ser modificada reduciendo el factor de escax darededor de un 10% (i.ex = 1.12)
para los atomos (pesados e hidrégenos unidos) que llevan la carga ‘fdtmal.
Desafortunadamente se hall6 que esta estrategia no era adecuada a nivel semiempirico.
Por ejemplo, mientras la energia libre de solvatacion@es®H," era predicha como -
92.8 kcal/mol, lo que es consistente con un valor experimental de -92.9 kcal/mol, la
calculada y experimental para las versiones protonadaSHgeH, (-81.2y -75.9
kcal/mol), O(CH), (-71.4y -79.9 kcal/mol),y CH3;COCH; (-66.6y -76.9 kcal/mol)
difieren en 5.3, 8.% 10.3 kcal/mol, respectivamente. De manera similar, las energias de
hidratacion para CH3Gand CH3S que eran predichas como -9¢.692.3 kcal/mol,
difieren con el valor experimental (-95y1-74.1 kcal/mol, respectivamenten -4.5y
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18.2 kcal/mol, indicando una moderada subestimacién para Cpt30O una gran
sobreestimacion para CH3S

Estos resultados rechazan fuertemente la posibilidad de utilizar un factor de
escalado universal que module la cavidad electrostatica asociada a los atomos que
llevan la carga formal. Por el contrario, la magnitud de este factor parece ser muy
sensible a la naturaleza del atomo pesado y al entorno quimico. Este comportamiento no
es del todo inesperado, dado que estudios previos habian sefialado que AM1 y PM3
predicen afinidades protonicas y basicidades con una dispersion no sistematica de los

valores experimentalé&®**

sugiriendo que la capacidad predictiva de aquellos
métodos semiempiricos podria ser mejorada utilizando un escalado basado en el entorno
quimico’.

Basandonos en estas consideraciones, realizamos una exploracion sistematica para
determinar el factor de escalado 6ptimo para una serie de cationes y aniones

monovalentes.

La|Tabla 4.1-} reporta los valores calculados y experimentales para la energia libre

de solvatacion obtenidos para una serie de 47 cationes, agrupados en 3 categorias

(conjuntosC1-C3) dependiendo del valor del factor de escalado. Los dato$ en la Tabla

4.1-7 indican que existe una relacion inversa entre la magnitud del factor de escalado y

el nimero de hidrégenos unidos al atomo protonable. De este modo, para éteres y
tioéteres, compuestos con carbonilo y nitrilo, aminas secundarias aromaticas y aminas
terciarias o heterociclos como la piridina (conjunto C1), un escalado de 0.99 da el mejor
acuerdo entre energias libres de solvatacion experimentales y calculadas. Para
alcoholes, aminas secundarias y compuestos como el pirrol (conjunto C2), el factor
aumenta a 1.15 y, finalmente, para aminas primarias alifaticas o aromaticas no

sustituidas (conjunto C3) alcanza el valor de 1.24.

Tabla 4.1-7. Energias de solvatacion calculadas y experimentales (kcal/mol) de cationes
monovalentes obtenidas adoptando un factor de escalado dependiente del entorno
guimico para definir la frontera en la cavidad electrostatica entre soluto y solvente.

Calculado Experimental
Conjunto C1 (k=0.99)
Dimetiléter -78 -80
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Dietiléter -64 -72
Acetona -72 =77
Acetofenona -59 -65
Etiletanoato -68 -69
Acetamida -80 -74
Formamida -88 -83
Trimetilamina -61 -61
Trietilamina -49 -55
Acetonitrile -75 -75
N,N-dietilanilina -51 -54
N,N-dimetilanilina -61 -57
Piridina -63 -61
p-Metil-N,Ndimetilanilina -59 -56
Quinolina -59 -56
Dimetiltioéter -62 -65
Conjunto C2 (xk=1.15)
Metanol -91 -93
Etanol -83 -88
Azacicloheptano -58 -63
Azetidina -66 -68
Aziridina -68 -71
Dimetilamina -68 -69
Dietilamina -59 -64
Morfolina -75 -70
N-etilanilina -62 -62
N-metianilina -66 -63
Piperazina -68 -66
Piperidina -66 -64
Pirrol -68 -62
Pirrolidina -64 -66
Conjunto C3 (k=1.24)
1-Aminonaftaleno -67 -68
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t-Butilamina -61 -67
Metilamina -75 -76
Propilamina -67 -72
Butilamina -74 -72
Alilamina -75 -72
Ciclohexanamina -61 -69
Isopropilamina -65 -70
m-Aminoanilina -72 -66
m-Cloroanilina =77 -75
m-Metilanilina -70 -70
o-Metilanilina -68 -70
p-Cloroanilina -78 -74
p-Metilanilina -68 -70
p-Metoxianilina -75 -71
p-Nitroanilina -88 -76
Anilina -71 -72
msd -0.2

rmsd 4.3

C 1.00

R 1.00

F 11876

Anélogamente, factor de escalado 6ptimo para los aniones muestra una fuerte
dependencia con la naturaleza del tipo de atomo, abarcando desde 1,09 para ascohoxido
y fendxidos a 1.24 para aniones carboxilato e, inclusive, a un aumento de la cavidad
(1.34) para aniones metilsulfato y tioalto.

Como simple regla empirica, se puede decir que el factor de escalado debe
aumentarse cuando la carga positiva generada por protonacion puede ser repartida en un
namero mayor de atomos de hidrégeno (cationes) o a medida que la carga negativa

puede deslocalizarse en un nimero mayor de atomos (aniones).

91



Metodologia Multinivel

Tabla 4.1-8. Energias de solvatacion calculadas y experimentales (kcal/mol) de aniones
monovalentes obtenidas adoptando un factor de escalado dependiente del entorno
guimico para definir la frontera en la cavidad electrostatica entre soluto y solvente

Calculada Experimental
Conjunto Al (xk=1.09)
Metanol -94 -95
Etanol -90 -91
1,2-Etanediol -91 -85
2,2,2-Trifluoroetanol -64 -78
Metoxyetanol -90 -89
Propanol -90 -88
2-Propanol -89 -86
2-Propen-1-ol -87 -86
t-Butanol -87 -82
Hexafluoropropan-2-ol -53 -65
2-Butanol -86 -84
Benzilalcohol -83 -85
Fenol -72 -72
m-Hidroxifenol -74 -74
m-Metilf enol -73 -71
m-Nitrofenol -60 -62
0-Chlorofenol -68 -66
o-Metilf enol -70 -70
o-Nitrofenol -62 -60
p-Chlorofenol -65 -66
p-Hidroxifenol -75 -78
p-Metilf enol =72 -72
p-Nitrofenol -59 -58
Difenilamina -66 -54
Conjunto A2 (xk=1.18)
Anilina -75 -63
p-Nitroanilina -58 -57
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Acetamida -81 -80
Propanenitrilo -68 -66
3-Pentanona -69 -74
Acetaldehdle -74 -76
Dimetil sulféxido -66 -68
Acetona -74 -76
Nitrometana -70 -76
Formaldehido -74 -76
Acetonitrilo -71 -72
Etiletano#o -70 -66
Conjunto A3 (xk=1.24)
Acido Férmico -77 -76
Acido Acético -75 -78
Acido Acrilico -75 -74
Acido Benzoico -75 -71
Acido Cloroacético -69 -70
Acido Dicloroacético -64 -62
Acido Hexanoico -76 -74
Acido Piravico -69 -68
Acido Propidmico -74 -76
Acido Trifluoroacético -55 -59
Conjunto A4 (xk=1.34)

Acido Metanesulfonico -66 -72
Etanotiol -73 -72
Propanotiol -73 -70
Tiofenol -66 -63
Metarotiol -73 -74
Msd 0.0

Rmsd 4.4

C 1.00

R 1.00
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F 14296

El uso de un escalado dependiente del entorno quimico para grupos ionizables
resulta una alternativa prometedora para el célculo de energias libres de solvatacion a
nivel semiempirico. Sin embargo, la implementacion de esta estrategia computacional
puede ser cuestionada por la incertidumbre intrinseca asociada a los valores
experimentales de las energias de solvatacién (alrededor de 3 kQaynpmr el
limitado nimero de compuestos cargados que den cuenta de toda la variedad de grupos
funcionales. En este contexto puede resultar una alternativa la calibracion de factores de
escalado dependientes del entorno quimico a partir de célculos de energia de solvatacion

mas sofisticadas como ab initio.
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4.2. Estrategia multinivel

El objetivo central de esta parte del trabajo es el desarrollo de una metodologia
eficaz para la exploracion conformacional de compuestos de potencial desarrollo como
farmacos. En particular, nuestro objetivo se orienta a la determinacion del coste
asociado a la seleccion de la conformacion bioactiva de un farmaco, es decir, aquella
conformacion que debe adoptar para poder ser reconocido e interaccionar en el centro
activo de su receptor macromolecular.

En base a dicho objetivo, el trabajo que se presenta a continuacion esta concebido
como una técnica competitiva de cara a la exploracién del espacio conformacional de
moléculas bioactivas en solucidén. En un principio, dicho objetivo representa un esfuerzo
computacional ingente, por cuanto conlleva la exploracién del espacio conformacional
accesible para la molécula objeto de interés, asi como del conjunto de configuraciones
que puede adoptar las moléculas de solvente. No obstante, la metodologia que se
presenta a continuacion, si bien supone un coste computacional significativo, esta
disefiada con la finalidad de poder convertirse en una herramienta aplicable a farmacos
0 compuestos analogos. Por ello, el esfuerzo computacional se concentra integramente
enla exploracion del espacio conformacional de la molécula de interés, mientras que el
solvente se trata con el modelo continuo MST parametrizado para el hamiltoniano RM1
presentado en la seccion anterior.

La metodologia adoptada puede describirse como un método de exploracién
multinivel, que combina diversas estrategias computacionales con objeto de poder
realizar la exploracion conformacional de moléculas flexibles en solucién. Dada la
naturaleza multinivel, éste es el nombre que hemos elegido para la metodologia. En
nuestra opinion, los resultados que se discutirdn a continuacion y la base tedrica de la

metodologia apoyan la viabilidad de esta estrategia.

4.2.1 Descripcion de la metodologia Multinivel

Background tedrico
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Si se desean estudiar los estados estables de un sistema dado la termodinamica nos
dice que la magnitud de interés es la energia libre. En general, la diferencia de energia
libre de los estados que un sistema puede visitar da una medida de la poblacion relativa
de dicho estados. En el caso mas simple de un sistema que puede existir en sélo dos
estados A y B, la diferencia de energia libre entre éaiBsg] nos dira cual es mas
estable y en qué medida.

Esto puede aplicarse al estudio de las preferencias conformacionales de una
molécula. En el contexto de la predominant state approximaiimeresa obtener la
energia libre asociada a cada conformadi&ta aproximacion se basa en la suposicion
intuitiva de que la contribucion mas importante a la energia libre total se halla en los
minimos de energia y sus alrededores, puesto que el factor de Boltzman es alli mayor.
Si estamos interesados en la energia libre total del sistema la integral configuracional se
aproxima por la suma de las energias libres asociadas a cada minimo o pozo en la
superficie de energia potencial (SEP). Cuanto mas suave es esta SEP o cuantos mas
grados de libertad tenga la molécula, mayor nimero de pozos habra. En esta tesis no
estamos interesados en la energia libre total sino en las diferencias de energia libre de
los pozos de la SEP (es decir, conformaciones estables) en el marco de la predominant
state approximation.

La ventaja de esta aproximacion es que el esfuerzo computacional puede
concentrarse s6lo en aquellas areas del espacio conformacional donde existen pozos en
la SEP, evitando muestro inutil. En este trabajo, el muestreo del espacio conformacional
de una molécula se lleva adelante variando sélo las torsiones activas (enlaces con libre
rotacion). Los grados de libertad llamados duros (estiramiento-estrechamiento de enlace
y angulo) no contribuyen apreciablemente a la flexibilidad molecular por lo que se
asume que pueden no tenerse en cuenta y las energias libres relativas obtenerse sélo
integrando los grados de libertad blandos, es decir, las torsiones activas. Dicho de otro
modo, las estimaciones de diferencias en entropia entre pozos de la SEP no se veran
afectadas apreciablemente si los grados de libertad duros no se cotfsiitaneste
trabajo las variaciones en angulo se incluyen de un modo promedio dado que se
optimizan en cada paso de la simulacion. Los enlaces, por el contrario, se dejan fijos a
lo largo de la simulacién para evitar transferencias protonicas que cambiarian la
naturaleza de la molécula en estudio.

En la predominant state approximation la energia libre asociada a un minimo de la
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SEP puede ser escrito cotho

4.2-1

N .
. J
G, = —RTIn v—’Ze_Ei/RT
J N -
j i1
dondeyv; es el volumen del espacio conformacional muestreado para el pqzesjeNnimero
de estados conformacionales para este pozo y leselBergia de cada estado perteneciente al

pozo j.

Metodologia

Como se menciond anteriormente la predominant state approximation es util si el
muestreo se concentra en las zonas de la SEP que corresponden a conformaciones
estables. En este trabajo esto se logra mediante una exploracion por Metropolis Monte
Carld'® variando las torsiones activas de la molécula bajo estudio.

La energia de cada conformacién se calcula con el hamiltoniano RM1 recientemente
parametrizado para el modelo de solvatacion continuo MST (RM1/MST en adelante)

RM1/MST

que incluye el efecto del solvente en un modo promedibijorG;

). La energia

libre asociada a cada pozo de la SEP se estima a nivel semiempirico RM1 por medio da

la ecuacioh 4.241.

Pozos que tienen contribuciones no despreciables al espacio conformacional total
explorado por una molécula difieren generalmente en menos de 2 kcal/mol. Esto
significa que es necesario alcanzar una exactitud “<I kcal/mol” cuando se desean
estudiar las preferencias conformacionales de una molécula. En este sentido RM1 no es
lo suficientemente preciso para describir las diferencias de energia libre entre pozos, lo
que queda de manifiesto en los calculos realizados para la presente memoria. Por esta
razon hemos ido un paso mas alla en la precision de la estimacion de las energias libres
relativas de las conformaciones de una molécula lo que da como resultado la estrategia
Multinivel que aqui se presenta. La idea central es la de recalcular las energias de las
estructuras de minima energia de cada pozo de la SEP con un nivel de teoria mas
robusto. Para ello, a partir de la exploracion MC-RM1/MST se construye la SEP como

funcién de los grados de libertad explorados y se calcula la energia libre de cada pozo
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como se describe a continuacion.
Partiendo de la ecuacipn 4.p-1 obtenemos la ecuacior| 4.2-2 siguiendo la deduccion

siguiente:

Si sumamos y restamos la energia del minimo del poEgT"])(aI exponente de la

exponencial llegamos a:

N.
V. J min min
—(E;-E["+E]"™)/RT
G,=-RTn| > e ™
j

ji=L

N.

V. . -

G,;=-RTIn —4 +E™ —RTIn —+
N; N, =

J J

v —(E;-E"™)/RT

e

Dado que el nimero de estructurdls es proporcional al volumen del pozo,

V.
—L_es una constante que depende de cuan fina sea la grilla que describe la SEP. Como
j

interesan las diferencias de energia libre el primer término se cancela. Por esta razén en

lo que sigue se omite. En este punto es donde entra la estrategia Multinivel. La energia

efectiva E[™ (que a nivel semiempirico dd ™ +G""™*¥T) se recalcula a un nivel
de teoria mas robusto, conf™"9"+ GI""""MST  ZPE . Los términos de la suma son:

la energia en vacio a alto nivel de teoria, la energia libre de solvatacion a aljolaivel

energia de punto cero.

N.
GMUT = Ejmln,hlgh_i_GJmm,hlgWMST+ZPE+_R‘|‘|n N_l
]
i i=1

J

e—(Ei -EP" )/RT

4.2-2

MULTI _—_ min,high min,high/ MST localRM1
GJ_ = E; +G, +ZPE+G;

La estrategia Multinivel hace uso diea exploracion conformacional “poco costosa”

a nivel RM1 para cada pozo j obtenien@§**'™"'y la costosa y precisa estimacion a
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alto nivel de teoria de la energia de la estructura que corresponde al minimo del pozo

(Ejnony GINMOTMST L ZPE). De este modo se logra un balance costo/calidad

adecuado para una correcta estimacién de los términos entropicos y entalpicos
asociados a las distintas conformaciones que adopta una molécula tipo farmaco.

La estimacion de la energia libre asociada a cada pozo en el marco de la
predominant state approxiamtion y la estrategia Multinivel asume que la forma del pozo
esta bien descrita a nivel RM1 mientras que la diferencia entre pozos debe ser corregida.
Es decir, la distribucion de energias dentro del pozo esta bien descrita a nivel RM1 pero

la posicion de los pozos en la SEP se corrige a un nivel mas alto. Esto se presenta

esquematicamente en la figura Figura 4.2-1.

MP2//B3LYP

il

POTENTIAL ENERGY

—

ATOMIC COORDINATES

Figura 4.2-1. Representacion esquematica de la estrategia Multinivel

En la presente implementacion de la metodologia Multinivel los calculos a alto nivel
de teoria se llevaron adelante a nivel MP2/eaipgVDZ//B3LYP/6-31G*-MST
corrigiendo la energia de punto cero (ZPE) a nivel B3LYP/6-31G*-MST. La energia de
solvataciéon de la estructura dgnima energia del pozo se calcula al mismo nivel de la
optimizaciéon: B3LYP/6-31G*-MST level.

Los niveles de teoria escogidos se basan en trabajos previos y estudios realizados
especificamente para el presente trabajo. El nivel de teoria usado para la optimizacion
de geometria (B3LY#®-31G*-MST) es adecuado para comparar estructuras similares
pero se producen errores no despreciables si hay un cambio importante en los contactos
intramoleculareS. Es por ello que se debe recurrir a niveles de teoria atin mas robustos
para describir correctamente las preferencias conformacionales de una molécula tipo
farmaco. Una comparacion exhaustiva acerca del rendimiento de una gran variedad de

funcionales DFT y hamiltoniano MP2 combinados con diferentes bases fue llevado
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adelante por Riley et &. De acuerdo a sus resultados MP2/esgVDZ da los
errores mas bajos en varias propiedades entre las cuales se encuentra “conformational
energy, es decir, la diferencia de energia entre conformeros de una misma molécula.
Basado en esto y nuestros propios analisis en términos de costo/calidad se eligio

MP2/augec-pVDZ para el calculo puntual de alto nivel. Un ejemplo a modo ilustrativo

se muestra enlla Tabla 4.p-1

Tabla 4.2-1. Tiempo de CPU para célculo punctual y error medio en la energia
conformacional a distintos niveles de teoria

B3LYP/6- MP2/6- MP2/aug-cc- MP2/augec-
31+g* 31+g* pVvDZ pVvVTZ
Tiempo de CPU 2 (0.3) 2(0.4) 36 (1) 570 (33)
(min)?
Error en la energie 22.1 16.8 6.8 8.9
conformacional
(%)’

% Tiempo para un calculo punctual para histamine neutral y 1,2-dicloroetano (ente
aréntesis)

"Riley et al., JTCT, 07

Una vez se ha obtenido la energia libre asociada a cada pozo, la poblacién relativa

de cada conformacién puede ser estimada segun:

4.2-3

Protocolo
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En esta seccién se describird el protocolo completo utilizado para obtener los

diferentes componentes @& .
]

El primer paso es la exploracion conformacional por medio de la técnica de
Metropolis Monte Carlo utilizando para la energia la reciente implementacon del
hamiltoniano RM1 y el modelo de solvatacion continuo MST: MC-RM1/MST. Esto fue
implementado en una versibn modificada del MOPAC 6.0. La exploracion
conformacional se realiza variando las torsiones activas de la molécula en estudio. Los
grados de libertad duros (enlace, angulo) no se exploran. Lo mismo sucede con los
grados de libertad del solvente que estan integrados en el modelo de solvatacion
continuo. El resultado de la exploracién conformacional se proyecta sobre una grilla n-
dimensional (siendo n el numero de torsiones activas exploradas) construyendo asi una
SEP (n+1)-dimensional. Luego se identifican j pozos en la SEP obtenida y se calcula

GP®lfM1 hara cada uno. Las j estructuras que correspondes a los minimos de energia de
]

cada uno de los j pozos se optimizan a nivel B3LYP/6-31G*-MST y se obtiene
G""MYST “Sobre las j estructuras optimizadas se realiza un calculo puntual a nivel
MP2/augec-pVDZ y un calculo de frecuencias al mismo nivel de la optimizacién para

obtener E™"" y ZPE, respectivamente. El protocolo completo se esquematiza en la

Figura 4.2-2.

Exploracion conformacional MC-RM1/MST

Proyeccidn en grilla — Construccién de la SEP

Identificacion de pozos en la SEP

EStImaCIén de GliocalRMl

Optimizacién B3LYP/6-31G*-MST de pozos: grinnishust

Calculo puntual MP2/aug-cc-pVDZ: grinnish

Célculo B3LYP/6-31G*-MST de frecuencias: ZPE

Figura 4.2-2. Protocolo Multilevel
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Una vez que la exploracion conformacional se ha completado, la identificacion de

los pozos en la SEP se logra mediante el algoritmo que se describe a continuacion y se

esquematiza en|la Figura 4.p-3.

-’[ Hallar el minimo en la SEP: MIN

v

Definir tamafio del pozo alrededor de MIN

v

Hay adn puntos de la SEP por explorar?
v sl
s A SI, R
Npozos > Nmax > PARAR
¥ NO
E(MIN) > Epngy
v NO

—  Restringir busqueda a puntos de la grilla fuera del pozo

|\ J

NO

si

Figura 4.2-3. Representacion esquematica de la identificacion de pozos en la SEP

Primero se identifica el minimo de energia en la SEP (MIN), representada mediante
la grilla (n+1)-dimensional, siendo n el nUmero de torsiones activas exploradas. Una
hipersuperficie cubica n-dimensional se define alrededor de MIN que delimita la
extension del pozo. El algoritmo permite que esta hipersuperficie crezca en las n-
direcciones hasta que se entra en otro pozo. Es decir, la energia deja de subir y
comienza a descender. Una vez este nuevo pozo ha sido identificado el algoritmo realiza

3 chequeos antes de buscar un nuevo pozo:

1. ¢Existen aun puntos de la grilla que no pertenecen a ningln pozo encontrado hasta
ahora?

2. ¢Elnimero maximo de pozos a encontragsNa sido alcanzado?

3. ¢La energia del ultimo pozo es mayor qug,Ha energia maxima definida por el

usuario?

Si la condicibn 1 es falsa el algoritmo para porque significa que los pozos

102



Metodologia Multinivel

encontrados ya cubren por completo el espacio conformacional. Si, por el contrario, es
falsa, se chequea que las condiciones 2 y 3 se cumplan. Si alguna de éstas es verdadera
el algoritmo para. Na es el maximo numero de pozos a hallaryyxEs la maxima

energia que un pozo puede tener respecto al minimo glohalyNEnax son valores
definidos por el usuario. Si ninguna de estas condiciones se cumple el proceso de
busqueda de minimo comienza nuevamente, buscando un nuevo minimo global en la
grilla dentro de aquellos puntos de la misma que no pertenecen a ningun pozo hallado

hasta este punto.

4.2.2 Exploracion conformacional de moléculas flexibles:
histamina.

La viabilidad de la metodologia Multinivel se ha calibrado estudiando el espacio

conformacional de la histamina neuEra (Figura 4.2-4).
Dicha molécula ha sido escogida por diversas razones. Por un lado, es una

biomolécula relevante bioldgica y farmacoldégicamente, pues interviene en una amplia
variedad de procesos fisiol6gicos y patoldgicos. La dilucidacién de las funciones

bioldgicas de la histamina ha supuesto un objetivo constante dentro de la investigacion
farmacol6gica dado su rol en diversas manifestaciones clinicas, como la secrecion de
acido géstrico o bien reacciones alérgicas e inflamatorias y, en general, su papel como

neurotransmisor.

N3H

N1H

Figura 4.2-4. Torsiones activas para los tautémeros N1H y N3H de |a histamina neutra
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Por otro lado, desde el punto de vista estrictamente quimico, es un compuesto
altamente versétil, pues presenta un interesante y complejo balance poblacional en
funcion de las distintas formas idnicas, tautoméricas y conformacionales, que la
convierten en un prototipo ideal para poder explorar el espacio conformacional con la
metodologia Multinivel propuesta en este trabajo.

La histamina es una molécula hidrofilica, muy polar, que posee una gran capacidad
para establecer enlaces puente de hidrogeno. Existen dos centros basicos: el nitrdgeno
tipo piridina del anillo heterociclico y el nitrdgeno tipo amina de la cadena lateral. Sus
valores de pKson 5.8 y 9.4, respectivamente. Por tanto, puede existir en diversas
formas ionicas (neutra, catién y dication), cuya poblacion dependera del pH del medio.
En particular, a pH fisioldgico la histamina existira principalmente en forma
monocationica, debido a la protonacion del grupo amino terminal.

Ademas de sus propiedades ionicas, la histamina esta sujeta a un equilibrio
tautomérico prototrépico entre los atomos de nitrégeno del anillo imidazdlico tanto en la
forma neutra como en la monocatidnica. Segun el atomo de nitrégeno del anillo que una
al hidrégeno, denominaremos a los tautdmeros N1H y N3H.

Finalmente, debe considerar el hecho de que posee una elevada flexibilidad

conformacional debida a los enlaces simples C-C que definen 3 torsiones activas

(01, $2 y ¢3 en I3 Figura 4.244). Segun el valorg@edenominaremos a los conférmeros
trans (2 = 180) o gauchepg = 60 o 300).

Las caracteristicas estructurales expuestas de la histamina ponen de manifiesto la

complejidad que supone su estudio, ya que en solucién existira como una mezcla de

muchas especies.

Estudios previos sobre las preferencias conformacionales de la histamina

Las preferencias conformacionales, tautoméricas y idnicas de la histamina han sido
fruto de numerosos estudios experimentales y tedricos, pues son claves a la hora de
entender su rol fisiolégico. Dado el delicado equilibrio que existe entre las diversas
formas de la histamina, pequefios errores tedricos o experimentales pueden conducir a
conclusiones distintas, como se observa en los distintos estudios que se indican a
continuacion para las propiedades tautoméricas y conformacionales.

En base a estudios basados en determinaciones d#epKetil y bencil derivados
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de histamina sustituidos en N1 y ¥3Ganellin determiné que aproximadamente el
77% de la forma monocationica existe como tautdmero N3-H en solucion acudsa a 25
C.

Estudios de resonancia magnética nuclear (RMNY@eandican un porcentaje de
monocatién como tautémero N3-H comprendido entre 80% y*86°0aunque para la
forma neutra también se ha indicado un predominio de dicho tautémero.

La determinacién de la estructura cristalina de la histamina fleytde la sal de
bromuro monohidratada del monocafidmevelan que el primero cristaliza como
tautbmero N1-H en tanto que el segundo lo hace comél.N8mbas lo hacen en
conformacion trans.

Célculos mecanocuéntid3é® indican que la preferencia tautomérica de la especie
N3H con respecto al tautobmero N1H en la histamina monocatiénica se reduce
drasticamente como consecuencia de la desprotonacion del monocatién. La
consideracion del efecto del solvente no introduce cambios significativos con respecto a
los resultados en fase §as

Estudios de RMRP3'y espectroscopia de infrarrdjondican que en solucién tanto
el dication como el monocation y la forma neutra se hallan como conformerospans (
=180) y gauche ¢ = 60 o 300), existiendo para dichas especies ionicas
aproximadamente la misma proporcion de ambos conférmeros.

El valor de¢1 depende segin la especie idnica considerada. Datos cristalogtaficos
dan un amplio rango de valores para dicho angulo cuando se considera la especie
dicatiénica (desde 4 a 83 grados), siendo mucho més restringido para el moffogation
la forma neutrd, pues los valores hallados son 90 y 66 grados, respectivamente.

Mediante experimentos de chorro de expansion libre, Vogelsanger é&f al.
estudiaron el espectro rotacional de la histamina; en combinacion con célculos teéricos
identificaron 20 posibles tautomeros/conférmeros. De ellos, cuatro fueron identificados
como los mas estables, todos ellos gauche, uno como tautomero N1-H y los otros tres
como N3H.

En base a célculos ab initio y simulaciones Monte Carlo, Nagy ®éstudiaron las
preferencias tautoméricas y conformacionales de la histamina. En fase gas las formas
mas estables para la forma neutra resultaron ser gauche, estabilizadas por puentes de
hidrégeno intramoleculares, siendo el tautdbmero N1H mas estable que el N3H. Para el

monocation la forma gauche del tautobmero N3H resultd ser la mas estable. Los
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resultados en solucidon acuosa para la forma neutra arrojan una relacion trans/gauche de
87/13. Sin embargo a pH fisiolégico, donde el monocation es la forma mayoritaria,
dicha relacion cambia a 36/64.

Hernandez-Laguna et . estudiaron la superficie de energia potencial del
monocation por métodos RHF y MP2. La forma gauche del tautdbmero N3H resulto ser
la mas estable, estando desfavorecida la forma trans. Karpinskd’.eeralbase a
estudios tedricos a nivel HF y MP2, hallaron para el monocation al tautomero N3H
como el mas estable y para la forma neutra el N3H en la conformacion gauche.

El estudio teérico més reciente ha sido el de RamirezZ®tcalienes realizaron un
andlisis estructural y vibracional por espectroscopia Raman e Infrarroja combinados con
calculos DFT de la forma neutra de la histamina. Los resultados reflejan una estabilidad
relativa en orden creciente segunt3igl-g3, indicando con la letra el conformero
(gauche/trans) y con el nimero el tautomero (N1/N3)

El conjunto de trabajos descritos pone de manifiesto que la dificultad de establecer
de forma univoca las preferencias conformacionales y tautoméricas de la histamina,
representando su estudio un desafio para los métodos de exploracion conformacional.

En este contexto se plantean los objetivos del presente trabajo, que utiliza a la
histamina como molécula de prueba para la exploracion conformacional, identificacion
de estructuras estables y poblacion relativa de las mismas haciendo uso del método

Multinivel.

Histamina neutra

Exploracién MC-RM1-MST

Se llevaron a cabo simulaciones BKEC-RM1/MST tanto en fase gas como en
solucién con la versién modificada de MOPAC 6.0 totalizando®4a8os para ambos

tautbmeros de la forma neutra de la histamina (N1H y N3H). Se exploraron las 3

torsiones‘activas” (Figura 4.2-4), relajando tanto angulos como las restantes torsiones

para cada estructura a lo largo de la exploracion conformacional. Las distancias de

enlace se mantuvieron fijas a lo largo de todas las simulaciones.

En la| Figura 4.2-5/|Figura 4.2-6 se presentan los histogramas de distribucion de
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poblacion de cada torsion activa en fase gas y solucion para ambos tautbmeros de la

histamina neutra.

¢1 $2 $3

L. hﬂw

1898 150 268 258 3

@ 108 150 280 258 308 350 g 58 108 150 208 258 388 358

[0 I m——

mH_ }

51%

© 5@ 160 150 20@ 250 300 350 @ S8 180 150 2806 250 300 350 8 S8 180 150 2868 250 380 3

Figura 4.2-5. Histogramas para la poblacidn de las torsiones del tautémero

N1H de la histamina neutra en fase gas (gris) y solucién (negro)
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1 2 3

g 50 188 150 2@ 250 300 350 @ 50 100 150 280 250 380 350 @ 50 188 150 2@ 258 308 350

M&

SO 18e 150 200 250 300 350 S@ 180 150 200 250 380 8 50 180 150 280 250 200 350

Figura 4.2-6. Histogramas para la poblacion de las torsiones del tautémero

N3H de la histamina neutra en fase gas (gris) y solucion (negro)

Como es de esperar la torsi¢@ presenta 3 maximos en todos los casos, que
corresponden al conférmero gauche (alrededor de 60 y 300 grados) y trans (alrededor
de 180 grados). Las formas gaughieans del tautdbmero N1H las llamaremos gl y t1,
respectivamente, mientras que las del tautbmero N3H seran g3 y t3.

En todos los casos existen poblaciones apreciables de ambos conférmeros,
aumentando la relacion trans/gauche cuando se pasa de fase gas a solucion. Este

resultado puede explicarse en términos de una mejor energia de solvatacion obtenida al

separar los centros basicos de la molécula. Hn la Figura| 4.2-7 se aprecian estos

resultados en términos de la distancia del nitrégeno N1 al H del grupo amino. En fase
gas las zonas mas pobladas caen alrededor de distancias centradas en torno a 3.1y 4.5
A, correspondiendo a las distancias preferidas para las formas gauche (donde el N del
amino apunta hacia N1) y trans, respectivamente. Al pasar de fase gas a solucion, se
observa una mayor poblacion por encima de los 4 A, poblandose especialmente en el
rango de 4,5 a 5 A, lo que demuestra la preferencia a separar el grupo amino del anillo,
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rompiendo el puente de hidrégeno y logrando una mejor exposicion al solvente.

N1H N3H

Figura 4.2-7. Histogramas para la distribucidon de la distancia del nitrégeno N1 al H del
grupo amino en fase gas (gris) y solucidon (negro) para ambos tautdmeros

Desde un punto de vista cuantitativo, los resultados obtenidos a nivel RM1-MST
para las distintas poblaciones conformacionales son mas cuestionables. Asi, a partir de
las energias efectivas RM1 s+ Gusr), el tautomero N1H es 1 kcal/mol mas estable
gue N3H en fase gas y 2 kcal/mol en solucién. Sin embargo, muchos de los resultados
obtenidos en estudios previos (véase Estudios previos sobre las preferencias
conformacionales de la histamina al inicio de la seccion 4.2.2) indican que el tautdmero
N3H es la especie predominante en solucion. Esta discrepancia debe atribuirse a una

limitacion intrinseca del método RM1. Esto queda de manifiesto si comparamos las
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estabilidades relativas de los tautdomeros del 4(5)metilimidazol a nivel RM1 y distintos

niveles de teoria mas altps (Tabla 4]%.2)

Tabla 4.2-2. Entalpias relativas para la conversion tautomérica N(w)H a N(t)H del
4(5)metilimidazol

Nivel de teoria

AH (kcal/mol)

RM1

0,5

HF/6-31G(d,p) -0,3
HF/6-311+G(d,p) -0,5
MP2/6-311+G(d,p) 0,7
MP3/6-311+G(d,p) -0,5
MP4/6-311+G(d, p)|  -0,7

Calculo multinivel

Siguiendo la estrategia Multinivel, pozos en la SEP definida en funcién de las 3

torsiones activas fueron identificados para ambos tautomeros en soluci

hn. Lag

Figura

4.2-8y|Figura 4.2-9 muestran los histogramas 3D (distribucion de poblacion alrededor

de 2 torsiones activas) para ambos tautdbmeros. A su vez se muestran isocontornos

proyectados sobre el plan¥Y que dan una idea clara de las diferentes posibles

combinaciones de las 3 torsiones activas que definen los pozos. Por ejemplo, mientras el

histograma 20 (Figura 4.2\@Figura 4.2-1

en solucion, la Figura 4.2

/) s6lo muestra 3 maximos para la torgion

B|Figura 4.2-9 permiten ver diferencias cuanjdb esta

alrededor de 60, 180 o 300. Existe un desplazamiento en la posicién de los picos para

cada combinacion estable ¢ty ¢2.
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Figura 4.2-8. Histogramas 3D para la distribucién de la poblacién para el tautdmero
N1H de la histamina neutra en funcion de 2 de las 3 torsiones activas. Isocontornos
proyectados sobre el plano XY.

Figura 4.2-9. Histogramas 3D para la distribucion de la poblacién para el tautdmero
N1H de la histamina neutra en funcion de 2 de las 3 torsiones activas. Isocontornos
proyectados sobre el plano XY.

Siguiendo la metodologia Multinivel se optimizaron las estructuras de minimasedergada
pozo y obtuvieron los distintos términos de la energia libre asociada a cada aortfiorm
(pozo). A partir de la ecuaciqn.z-s se obtuvieron las poblaciones relativas de cada

conférmero. Esto se presenta gmdhla 4.2-3
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Tabla 4.2-3. Poblacién relativa de cada pozo en la SEP (conférmero) para la histamina
neutra en solucion sgun el método Multinivel

N1H N3H

080.170.060 2% 080.170.290 5%
080.170.180 2% 120.170.060 3%
090.180.300 3% 120.180.170 7%
170.170.060 1% 170.180.060 1%
Trans 170.180.170 1% 180.170.290 1%
170.180.300 1% 210.170.170 2%
250.180.170 2% 240.170.060 7%
260.170.060 2% 240.180.300 5%

260.180.290 3%

030.290.170 5% 080.050.030 0%
060.070.060 0% 080.050.300 4%
070.070.170 2% 080.060.170 3%
080.060.300 2% 100.270.160 0%
110.290.170 0% 120.290.290 1%
110.290.290 2% 120.300.070 1%
140.290.070 1% 230.050.290 1%
Gauche 170.290.160 0% 230.060.160 1%
180.060.070 0% 250.080.060 0%

240.060.300 2% 270.300.180 1%
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240.070.170 2% 270.300.300 4%
250.050.050 11% 280.290.050 4%
270.300.300 3%
280.280.170 0%

290.290.070 2%

La| Tabla 4.2-8 muestra mas pozos para el tautdmero N1H puesto que existen menos

combinaciones estables para las 3 torsiones activas para el tautobmero N3H. Esto puede

observarse comparando las graficas izquierda y central |de la Figurayill.:l?gara

4.2-9. Alli se aprecian picos mas definidos pigralrededor de 180 grados en N1H que

en N3H, para el cual, en algunos casos, son inexistentes.

La mayor diferencia de energia entre pozos (sin tener en cuenta el menos estable) es
de 3,1 kcal/mol y 1,9 kcal/mol si no se consideran los 5 conféormeros menos estables.
Estos resultados son una evidencia de la complejidad conformacional de esta a priori
simple molécula dado que las preferencias conformacionales intrinsecas de cada
tautdbmero no pueden ser descritas simplemente por un niamero reducido y arbitrario de
conférmeros. Por el contrario, el espacio conformacional completo debe ser explorado
con el objeto de comprender las preferencias conformaciones.

Si se agrupan los conférmeros de acuerdo al valo2ds t1, g1, t3 g3, se pueden
derivar las preferencias conformacionales y tautoméricas de la histamina neutra en
solucién. A fines comparativos se presentan estos resultados @'aﬁ 4.2-4

distintos niveles de teoria para el célculo puntual de la estructura de minima energia de

cada pozo. Se observa que el nivel de teoria utilizado es el que mejor rendimiento tiene

en términos de costo/calidad, tal como se menciond en la descripcidén de la metodologia.
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Tabla 4.2-4. Poblacidn relativa para los grupos t1, g1, t3 g3 para la histamina neutra
en solucidn segun el método Multinivel. Distintos niveles de teoria de alto nivel se
presentan para el calculo puntual de las geometrias de minima energia

B3LYP/6- MP2/6- MP2/aug-cc- MP2/augec-

31+g* 31+g* pVvDZ pVvVTZ
gl 24% 54% 32% 31%
tl 24% 10% 16% 17%
g3 12% 16% 21% 21%
t3 40% 20% 31% 31%
trans/gauche 64/36 30/70 47/53 48/52
N1H/N3H 48/52 64/36 48/52 48/52

Los resultados obtenidos usando la estrategia Multinivel muestran que la
solvatacién, los puentes de hidrogeno y el equilibrio prototrépico no dirigen
exclusivamente las preferencias conformacionales hacia ninguna de las posibles
especies. Por el contrario, se observa un delicado balance entre estos factores que
resulta en la ausencia de una especie dominante para la histamina neutra en solucion.
Esto es cierto tanto para el equilibrio trans/gauche como para el N1H/N3H en donde las
poblaciones son comparables. En este sentido, es importante resaltar que los diferentes
estudios previos no concuerdan en cuanto al orden de estabilidad de los distintos grupos
(t1, g1, t, g3). Bonnet et &l.dan a la superfamilia t1 como la mas estable mientras que
Richards et ai®, Weinstein et at’ y Topiol et al*® obtienen que el tautémero N3H es el
preferido en solucién para la histamina neutra. Byrn ef?alealizaron un estudio
conformacional exhaustivo en fase gas donde se concluy6 que 4 conférmeros fauche (
gl y 3 g3) eran los mas estables. Nagy &t Bevaron a acabo un estudio tedrico y
encontraron que la mezcla en equilibrio esta compuesta dé€383206093, 4% t1y 1%
gl mientras que el enfoque tedrico-experimental de RamireZ.adialuna estabilidad
descendiente segin g3yl > t3 > t1. Karpinska et al’, por otro lado, concluyeron que
N1H y N3H son igualmente estables.

Estos resultados refuerzan la idea de que existe un balance sutil entre efectos que

contribuyen a las preferencias tautoméricas y conformacionales. De hecho, la diferencia
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de energia libre mas alta entre los grupos obtenidos por la metodologia Multinivel es
sélo de 0,4 kcal/mol entre t1 y gl1. Esto significa que pequefios errores en la estimacion
de las diferentes contribuciones a la energia libre pueden dar lugar a conclusiones
completamente diferentes. La mayor diferencia de energia libre entre diferentes bases a
nivel MP2 es de sélo 0,33 kcal/mol para el grupo g1 con 6-31+G* andcaigZ. Es
generalmente aceptado que el grupo tl es el menos estable lo cual concuerda con
nuestros resultados. Por otro lado, los resultados con DFT tienden a sobreestimar las
formas trans posbilemente debido a la reportada tendencia a la subestimacion de las
interacciones débiles. Como se explicd, DFT es sélo utilizado para la optimizacion de

geometria.

4.3. Discusion

Consideramos necesario resaltar que la mayor parte de los estudios que existen en la
literatura derivan las preferencias conformacionales de la histamina (lo que es valido
también en general para estudios conformacionales) de acuerdo al analisis de un nimero
limitado de todos las posibles de conférmeros que existen por combinacién de distintos
valores de las 3 torsiones activas. En el presente trabajo, por el contrario, realizamos
una exploracion conformacional completa para identificar todas las estructuras estables
sin ninguna restriccion a priori para el valor de las torsiones. Una vez identificamos lo
conférmeros estables, agrupamos a posteriori las preferenciasl conformacionales de la
histamina de un modo conveniente (t1, g1, t3, g3). Creemos que éste es un modo
consistente y completo para estudiar las preferencias conformacionales de una molécula
tipo farmaco dado que no se asume a priori que ninguna conformacion sea la mas
estable de un grupo. En el particular caso de la histamina esto implica explorar todas las
posibles combinaciones estables¢de $3 compatibles con un cierto valor del grupo
definido porg2.

Los resultados obtenidos nos alientan a continuar probando la estrategia multinivel
con otras moléculas, cuyas preferencias conformacionales hayan sido previamente
estudiadas y utilizarlo para la exploracion conformacional de potenciales farmacos o
moléculas tipo farmaco. En esta linea se esta trabajando en 4 compuestos

antirretrovirales del VIH estudiados por el grupo de Jorgéhsen
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Protoglobina de Methanosarcina Acetivorans

Objetivos

Los estudios llevados a cabo para esta proteina han estado dirigidos a:

. Determinar la influencia de la distorsion del grupo hemo en la afinidad
por G,
. Caracterizar la dindmica d¢aPgb en solucion analizando el efecto de la

dimerizacion y la union del ligando y el impacto en la difusion ge O

5.1 Impacto de Ila distorsion del hemo en la afinidad por O,

Para determinar el rol que juega la distorsion del hemo en la afinidad, par O
MaPgb, es util realizar una clasificacién sistematica de la distorsién en términos de la
Descomposicion Estructural en Coordenadas Normales (Normal-Coordinate Structural
Decomposition; NSD), propuesta por Jentzen ét>atal como se describe en el
“Capitulo 3 — Métodos”. En aquel trabajo identificaron los seis modos normales fuera
del plano (saddling, ruffing, doming, X-waving, Y-waving propellering —que
abreviaremos sad, ruf, dom, wax, wayro, respectivamente- y en el plano (meso-
stretching, N-pyrrole stretching, pirrole traslation (X,Y), breathing y pyrrole rojation
que abreviaremos mst, nst, trx/try, breot, respectivamente- mas relevantes para |

descripcion de la distorsion del hemo respecto a una referencia de estrygtura D

5.1.1 Estructuras hexa y pentacoordinada y limitaciones del
modelo

En Ig Tabla 5.1{1 se resumen las distorsiones fuera del plano (out-of-planey OOP)

en el plano (in plane; IP) para un hemo modelo pentacoordinado (imidazol+anillo) y
hexacoordinado (imidazol+anillotDsegun la descomposicion en las coordenadas de
base minima del método NSD. Se observan diferencias importantes para ambas
estructuras. La especie pentacoordinada posee dom negativo debido a la salida del Fe
del plano porfirinico y bre negativo. La hexacoordinada, por otro lado, esta

esencialmente deformada en la coordenada dada por el modo ruf.
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Tabla 5.1-1. Proyeccidén de la distorsién en NSD para un hemo modelo

OOP penta hexa IP penta Hexa
sad -0.030 -0.010 mst 0.000 0.036
ruf 0.000 0.234 nst 0.041 0.000
dom -0.231 -0.043 trx 0.001 0.001
wax 0.000 -0.004 try 0.000 -
way 0.001 -0.008 bre - -
pro 0.000 -0.000 rot 0.000 0.000

En ausencia de distorsion, la energia de unién esta determinada por la posicion del
hierro respecto a los atomos de nitrégeno pirrélicos y respecto al imidazol. Cuando el
hemo se encuentra enterrado dentro de la matriz proteica la posicion del hierro no sélo
depende de la distancia relativa a la histidina proximal, sino también de la distorsion del
grupo prostético. A su vez, la posicion de la histidina proximal depende de la proteina.
En el presente trabajo el imidazol es un modelo para una histidina proximal ubicada en
la posicion 6ptima para cada estructura (hexa o pentacoordinada). Evidentemente esto
no es siempre asi para un par hemo-+histidina proximal real dentro de la proteina. En
una proteina, la histidina proximal puede encontrarse en una posicion cercana a la
Optima para penta o hexacoordinaciéon, o bien en una posicion intermedia, o puede
suceder que no haya restricciones en la posicién de la histidina. Los célculos realizados
asumen esta Ultima situacion, aunque es de esperar que la mayor parte de las proteinas
impongan alguna restriccion sobre la posicion de la histidina proximal. Por lo tanto, la
validez de los calculos realizados se sustenta en la hipotesis de ausencia de restricciones

en la relajacion geométrica de la histidina proximal.

5.1.2 Efecto de las distorsiones fuera del plano (OOP)

En la figura Figura 5.111 se muestra el coste energético asociado a la distorsion a lo

largo del modo ruf. En la figura superior se muestra el cagiefdara las formas oxy y
deoxy, y en la inferior la diferencia entre ambaGE)). De modo equivalente, pero
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con el AE representado en la figura interna se representan los otros 3 modos mas

blandos fuera del plano enla Figura 5P cero de energia de los perfiles para las

formas oxy y deoxy AE) es el de la estructura de minima energia. Haciendo la
diferencia entre ambas curvas se obtiene una estimacion del efecto de cada modo en la
afinidad por Q respecto a un hemo perfectamente plano, que es tomado como

referencia ideal{(AE)).

AE (kcal/mol)

A(AE) (kcal/mol)

I I I I I
-1 -0.5 0 0.5 1

RMS (A)

Figura 5.1-1. Efecto de la distorsidn a lo largo del modo ruf en la afinidad por O, (AE)
para la forma oxy (azul) y deoxy (rojo) —superior- y la diferencia entre ambas (A(AE)) -
inferior--
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La tendencia general que se observa es que todas las distorsiones fuera del plano
disminuyen la afinidad por OEsto es asi dado que tanto distorsiones positivas como
negativas en todos los casos muestram@E) positivo (a excepcion de pequeias
desviaciones positivas de la planaridad paraymdm). En la Tabla 5.1{2 se presentan
algunos valores que ilustran esta tendencia.

A(AE) (kcal/mol)

AE (kcal/maol)

A(AE) (kcal/mol)

AE (kcal/mol)

A(AE) (kcal/mol)

Figura 5.1-2. Efecto de la distorsidn a lo largo de los modos sad, dom, wax en la
afinidad por O, (AE) para la forma oxy (azul) y deoxy (rojo) —figuras internas- y la
diferencia entre ambas (A(AE)) —figuras principales-
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Tabla 5.1-2. Valores de A(AE) (kcal/mol) para distorsiones (en A) a lo largo de los 6
modos fuera del plano

A(AEoy)
RMSD (A) 1.2 -0.6 -0.3 0.0 0.3 0.6 1.2
sad 1.9 0.5 0.1 0.0 0.1 0.5 2.4
ruf 2.9 0.8 0.4 0.0 -0.1 0.1 0.6
dom 7.0 2.6 1.0 0.0 -0.3 0.0 2.1
waxiway 3.6 0.7 0.2 0.0 0.3 1.2 3.5
pro 2.2 0.5 0.1 0.0 0.1 0.5 2.2

La asimetria observada en algunos modos puede ser atribuida a la posiciéon del
minimo en las curvas para los estados oxy y deoxy, asi como en la curvatura de los
perfiles de energia alrededor del minimo. Por otro lado, pese a la tendencia de todos los
modos a disminuir la afinidad por,Ola magnitud del efecto es pequefia para
distorsiones bajas. Esto sugiere que la contribucion a la regulacién de la afinidad por

oxigeno en hemoproteinas no debe ser importante.

5.1.3 Efecto de las distorsiones en el plano (IP)

En |g Figura 5.1-3 se muestra el coste energético asociado a la distorsion a lo largo

del modo breathing (bre). Al igual que en| la Figura %.1-4, en la parte superior se

muestra el costeAE) para las formas oxy y deoxy, y en la inferior la diferencia entre
ambas A(AE)). De modo equivalente, pero con &E representado en la figura
pequefia, se representan otros dos de los modos en el plaposinst

La tendencia observada para los modos en el plano es la misma que para los fuera
del plano: las distorsiones, tanto negativas como positivas, disminuyen la afinidad por
0O,. Sin embargo, para el caso de los modos en el plano existe una excepciéon: el modo
bre. Para este desplazamiento normal, la posicion del minimo y la diferencia en la
curvatura para las formas oxy y deoxy dan lugar a una tendencia distinta.
Sorprendentemente, aunque para valores negativos de distorsion (expansion del hemo)

la tendencia es la misma que para el resto, la tendencia se invierte hacia valores
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positivos (compresion del hemo) de bre. Ademas, se observa que la afinidadgsor O
mucho mas sensible a la distorsion en bre que para los modos fuera del plano. Esto se
ve claramente teniendo en cuenta que para sélo 0.5 A en el RWISE) alcanza

valores cercanos a 12 kcal/mol. Este comportamiento diferenciado del modo bre se ve

claramente reflejado enfla Tabla 5]1-3

AE (kcal/mol)

A(AE) (kcal/mol)

1 | | | | |
3,5 -0.4 -0.3 0.2 -0.1 0 0.1 0.2 03 0.4 05

RMS(A)

Figura 5.1-3. Efecto de la distorsidon a lo largo del modo bre en la afinidad por O, (AE)
para la forma oxy (azul) y deoxy (rojo) —superior- y la diferencia entre ambas (A(AE)) —
inferior-
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AE (kcal/mol)

AE (kcal/mol)

A(AE) (kcal/mol)
A(AE) (kcal/mol)

03 04 05 85 04 03 0z 01 02 03 04 05

RMS (A)

Figura 5.1-4. Efecto de la distorsidon a lo largo de los modos mst, nst en la afinidad por
02 (A(AE)) para la forma oxy (azul) y deoxy (rojo) —figuras internas- y la diferencia
entre ambas (A(AE)) —figuras principales-

Tabla 5.1-3 - Valores de A(AE) (kcal/mol) para distorsiones (en A) a lo largo de los 6
modos en el plano. En negrita el aumento de afinidad para valores positivos de bre

A(AEg))

RMS -0.5 -0.25 -0.125 0.0 0.125 0.25 0.5
mst 2.1 0.8 0.2 0.0 -0.3 -0.2 0.1
nst 2.0 11 0.3 0.0 0.3 1.1 2.0
trx/try 0.3 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.2
bre 11.3 5.6 3.1 0.0 -3.6 -6.7 -11.3
rot 2.0 0.6 0.2 0.0 0.0 0.2 13

5.1.4 Analisis de la alta afinidad de MaPgb por O,

Las globinas que exhiben alta afinidad por(@n particular bajagk) usualmente
presentan una red de puentes de hidrogeno entre el ligando y residuos presentes en la

cavidad distalf (Figura 5.1t5). Por lo tanto, al encontrarse una nueva globina con un

valor para la & tan bajo como es el caso deMaPgb (0,092-0,009473, cabe pensar
que deben existir residuos capaces de estabilizar al ligando por la formacion de puentes

de hidrégeno cuando éste se une al hemo. Sin embargo, tal como se observa en la

Figura 5.1-%, el unico residuo que seria capaz de formar un puente de hidrogeno con el
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ligando paraviaPgb es la Tyr(61)B10, tal como se ha visto en otras gldbin&s el
cristal este residuo se halla lejos del ligando, formando un puente de hidrégeno con el
carbonilo de LeuE4 (Leu86).

Leu86 (
GInE1l TyrB10 = Lﬁ ‘ ) TyrB10
) E ﬁ]nE7
*v—ﬁ%‘éff% g
/ HisF8 y
B i

TyrB10

/ HisF8 T HisF8

Figura 5.1-5 - Sitio activo y residuos donores de puente de hidrégeno en la cavidad distal
de Hemoglobina de Ascaris (A), Hemoglobina truncada N de Mycobacterium tuberculosis
(B) and Protoglobina de Methanosarcina Acetivorans (C).

Para evaluar la participacién de este residuo en la alta afinidad reportsid® gle
para Q, se ha seguido la evolucién temporal por Dinamica Molecular (véase la seccion
3.2 para una analisis completo) de la distancia del grupo hidroxilo de TyrB10 con el
ligando y con el carbonilo de LeuE4, tal como se muestra @ 5.1-6 para el

dimero oxigenado. El grupo hidroxilo de TyrB10 se acerca al ligando (3 A) en contadas
ocasiones a lo largo de la trayectoria, pero se encuentra la mayor parte del tiempo lejos
del mismo (6 A), manteniendo una interaccion de puente de hidrégeno con Leu94. El
mismo comportamiento se da en el monémero oxigenado, confirmando que no existe
una relacion entre lagk reportada y la estabilizacion por puentes de hidrégeno por
residuos de la cavidad distal.

Estos resultados nos llevan a pensar que las hemoproteinas podrian explotar el modo
bre como un mecanismo adicional para regular la afinidad por ligandos dado que
valores positivos 0 negativos para este modo aumentan o disminuyen, respectivamente,
la afinidad. En particular, podria existir una relacion entre la inusual afinidad,por O
reportada pardaPgb y la elevada distorsion del hemo que se observa en la estructura
de rayos X de alta resolucion (1.3 A) depositada en el PDB con codigo 2VEB.
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8 8

7+ - 7 —
56* - 6
s F _
g3 [ 50

3 - 3 -

2 | | | | 2 | | | |

0 100 200 300 400 500 <0 100 200 300 400 500
t (ns) t (ns)

Figura 5.1-6 - Evolucion a lo largo de 500 ns de simulacidn por dindmica molecular de
la distancia entre el grupo hidroxilo de TyrB10 con O2 (rojo) y con LeuE4 (verde) para
el dimero oxigenado de MaPgb. Ambas subunidades del dimero estdn representadas a
izquierda y derecha

Se han utilizado métodos hibridos QM/MM para estimar las energias de unign de O

en distintas globinas permitiendo identificar efectos dinamicos, distales y proximales

que pueden afectar lag®*3, La[Tabla 5.1-4 muestra algunos valores de energia de

unidon (A(AE), respecto al hemo aislado) y la correspondiente constante de disociacion

(ko) para varias globinas que presentan diferente nimero de residuos dadores de puente

de hidrégeno en la cavidad distal (ver Figura 5.1-5). Aquéllas que poseen 2 puentes de

hidrogeno (AscHbMtTrHbN) exhiben un mayor aumento en la energia de union,
seguidas de Mb y de la mutante YB10A de trHbN, que sdélo poseen 1. Finalmente, la
mutante HE7V de Mb, carente de puentes de hidrégeno que puedan estabilizar al
ligando, practicamente recupera el valor de energia de unién del hemo libre.

La excepcion a la tendencia observada para todos los casos descritddaPglha
gue, como se menciond anteriormente, no posee ningun residuo capaz de formar un
puente de hidrégeno permanente que estabilice al ligando. Esto refuerza la hipétesis de
que la alta afinidad por LQesta relacionada, al menos en parte, con la distorsion del

hemo.
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Tabla 5.1-4 - Valores de ko (s™7) y A(AE) (kcal/mol) de calculos QM/MM (relativos al
hemo aislado)

Proteina A(AE)  Puentes de Koft (5%
conQ

Pgb -7.6 0 9.4x10° - 9.2x10?

Mb 5.0 1 12

Mb HE7V -0.7 0 1600

trHbN -15.2 2 0.2

trHbN YB10A -7.8 1 45

AscHb -12.3 2 0.4 x 107

En la| Tabla 5.1-6 se presenta el analisis de NSD para el heniMaldgb,

incluyendo el grupo hemo de Mb como referencia. Las diferencias més notables las
encontramos en el modo rybre, dondeMaPgb presenta 1.42 Ay 0.202 A contra 0.02

Ay -0.023 A de Mb. Estas diferencias ciertamente deben influir en la afinidad, por O
para estas globinas. Es interesante resaltar que un valor tan positivo para bre implica un
hemo comprimido, lo cual es un hecho estructural altamente inusua@ra 5.1-7
y la|Tabla 5.1-6 se muestra una comparacion exa®gb y Mb de parametros

estructurales del hemo que dan cuenta de esta compresion.

Tabla 5.1-5 - Analisis por NSD de los hemos oxigenados de mioblogina (Mb, PDB 1A6M)
y protoglobin (MaPgb, PDB 2VEB). Valores en A

OOP Mb Pgb IP Mb Pgb
sad -0.185 -0.390 mst -0.017 -0.042
ruf -0.017 +1.419 nst -0.021 +0.006
dom +0.206 -0.013 trx +0.000 +0.055
wax -0.026 -0.132 try -0.014 +0.087
way +0.186 +0.235 bre -0.023 +0.202
pro -0.071 +0.019 rot +0.012 +0.013
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dN

pyrrol

Figura 5.1-7 - Definicidn de pardmetros estructurales utilizados en la|Tabla 5.1-6{para
evaluar la compresién-expansion del hemo

Tabla 5.1-6 - Pardmetros estructurales del hemo (definidos en|Figura 5.1-7) para Mb

(1A6M), referencia de porfirina de Fe(ll) y MaPgb (2VEB). Valores en A

Mb PorFe(ll)4c Pgb
(1A6M) (referencia) (2VEB)
d Greso 6.80 + 0.01 6.84 6.65 + 0.04
d Npirrol 4.01+0.01 3.98 3.963 + 0.008
dG 8.54+0.03 8.53 8.44+0.04
dFeN 2.01+0.01 1.99 1.99+0.01

Los parametros estructurales presentados |en la Tabla 5.1-6 son consistentes con la

descomposicion por NSD para MiMaPgb. La compresion se ve claramente expresada
en términos de las distancias entrg& G ¥ Npirrol, Puesto que en todos los caso
MaPgb presenta valores inferiores a la referencia (en 0.2 A, 0.1 A y 0.02 A
respectivamente) y a Mb. La Mb, por el contrario, coincide practicamente con la
estructura de referencia.

Para evaluar el impacto de la distorsion del hemo en la energia de enlace del
ligando, resulta util examinar las contribuciones de los modos mencionados a la energia
de unién respecto al hemo modelo. Esto se presenta m 5.1-7, donde la

evaluacion se ha llevado a cabo a distintos niveles de teoria por métodos de estructura

electronica. Pese a las diferencias en cuanto a la magnitud del efecto, en todos los casos
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la conclusién es la misma: el modo bre implica una estabilizacion en la energia de
enlace que supera la desestabilizacién por ruf. Por ejemplo, si tomamos B3LYP/6-
31G**, mientras que la distorsién fuera del plano desestabiliza 1.5 kcal/mol, la

distorsion en el plano estabiliza 4.7 kcal/mol, resultando en una estabilizacion neta de

3.2 kcal/mol deMaPgb respecto al hemo modelo.

Tabla 5.1-7 - Efecto de la distorsidn en el plano (IP) y fuera del plano (OOP) del hemo
de MaPgb en un hemo modelo en la energia de unién a distintos niveles de teoria
(Valores en kcal/mol)

B3LYP PBE
Hemo B3LYP PBE OLYP TZVPP (SIESTA)
modelo deMaPgb 6-31G** 6-31G** 6-31G** (CHNO)
QZVPP (Fe)
OOP+IP -3.2 -2.1 -4.3 -4.3 2.1
Only IP -4.7 -4.0 -5.5 -4.9 4.1
Only OOP 15 1.9 11 0.6 2.0

5.1.5 Efectos en la distribucion de densidad electronica

La distorsion del hemo produce una redistribucion de la densidad electrénica que
afecta a las distancias de enlace y permite comprender las tendencias observadas en la

afinidad por Q. En concreto, la influencia ejercida por el modo bre se presenta en la

Tabla 5.1-8, donde se muestran valores para bre de -0.5, 0 y +0.5. El analisis se ha

hecho utilizando la metodologia NBO.

En el modelo sin distorsion la carga neta obtenida para €s00.343e y se ve
practicamente inalterada para valores negativog eéekpansion). Por el contrario, se
observa un enriquecimiento de densidad electrénica sobrg (e0.G57¢) para valores
positivos de bre (compresion). Respecto al ligando, mientras que para el hemo
expandido ambos &tomos poseen cargas comparables (OD/@0@9e/-0.173e), el
hemo sin distorsion y el comprimido muestran una asimetria en la densidad electronica,
gue incrementa la carga negativa en el oxigeno no ligado al Fe (01/02: -0.156e/-0.187
y -0.161e/-0.196e, respectivamente). El atomo de Fe sufre un aumento de 0.045e de
carga positiva con la expansion, mientras que la carga se ve reducida en 0.054e en la

compresion. El imidazol no parece sufrir alteraciones en su densidad electrénica con el
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bre. Los atomos de N del anillo porfirinico sufren una modesta ganancia en densidad
electronica (-0.041e) con la expansion, y la pierden (-0.064e) con la compresién. Esto es
compatible con las variaciones de carga observadas para Fe-@16e para expansion
y -0.068e para compresion.

El efecto neto elMaPgb es una transferencia de densidad electronica del anillo
porfirinico al @, dado que presenta bre positivo (compresion). Esto produce cambios
en las distancias de enlace. Mientras que para la expansion se acortan los enlaces Fe-O1

y Fe-Nm, la compresién del anillo porfirinico conlleva un alargamiento de las mismas,

tal como se muestra en|la Tabla 5[1-8. La compresion del hemo que pMaBgta

desplaza densidad electronica de los orbitales ecuatoriales hacia los axiales, capaces asi
de interactuar con Oy el imidazol a distancias mayores. A su vez, se produce un
alargamiento del enlace O-O por el aumento de densidad electronica en el orbital

antiligante.

Tabla 5.1-8 — Analisis de carga NBO y distancias de enlace para una porfirina expandida
o comprimida. go; es la carga del oxigeno unido al Fe y qo; la del restante. En
paréntesis la carga de la molécula de O,

/
bre (A) d00)  d(FeO) forfloz Ore i
(902
-0.169/-0.173
-0.5 1.268 1.737 1.505 0.128
(-0.342)
-0.156/-0.187
0.0 1.271 1.741 1.460 0.125
(-0.343)
-0.161/-0.196
0.5 1.274 1.745 1.406 0.122
(-0.357)

5.2 Dinamica Molecular de MaPgb: relacion entre la
estructura cuaternaria y la union de ligando

En esta seccion nos centraremos en el analisis estructural y dinantaPdb,
prestando atencion a la influencia de la estructura cuaternaria y a la presencia/ausencia
de ligando unido al hemo. Estudiaremos las caracteristicas estructurales de la proteina a
lo largo de simulaciones de dinamica molecular, asi como la migracion de ligandos

diatomicos desde el solvente a la cavidad distal del grupo hemo.
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Puesto que la proteina fue cristalizada como un dimero y ésta es también la
estructura cuaternaria en experimentos por filtracion en gel, se han llevado adelante
simulaciones por dindmica molecular tanto de la estructura dimérica como monomeérica.
La ultima interesa como referencia para estudiar el efecto de la dimerizacias en
propiedades estructurales y dinamicas de la proteina. Es a su vez relevante puesto que
una gran parte de las globinas se halla como mondémero.

Para cada una de las simulaciones se han recogido trayectorias para las formas
oxigenada y libre del grupo hemo partiendo de las estructuras de rayos X obtenidas por
el grupo de Martino Bolognééi y depositadas en el PDB con cédigos 2VEE y 2VEB.

De este modo se han completado un total de 2 ps de dinamica molecular divididos en 4
simulaciones de 500 ns de mondémero oxigenado (MRybr@noémero deoxigenado
(MPgb-deoxy), dimero oxigenado (DPgh}Q/ dimero deoxigenado (DPgb-deoxy).
Todas las simulaciones fueron llevadas a cabo a 1 atm y 298K en una caja de aguas
explicitas luego de un adecuado equilibrado. Se utilizé el programa AMBER9

campo de fuerzas parm99%8BDetalles adicionales de las condiciones de simulacién
pueden ser encontrados en el articulo enviado a publicat®mall Molecule
Migration in Methanosarcina acetivorans Protoglobin: Effect of Ligand Binding and

Quaternary StructurgForti F. et al.).

5.2.1 Evolucién estructural de MaPgb

La evolucion estructural a lo largo de la trayectoria se puede estimar en base a la
desviacion cuadratica media -root mean square deviation o rmsd- del backbone. En este
estudio en concreto, es de particular relevancia para evaluar las diferencias estructurales
observadas entre las simulaciones de las distintas estructuras cuaternarias (monémero

versus dimero) y el rol de la presencia/ausencia de ligando unido al hemo.

En lg Figura 5.2-1 se representa el rmsd a lo largo de las 4 simulaciones realizadas

respecto a las estructuras iniciales. Este fue calculado para el backbone descartando los
residuos de los extremos N (1-22) y C (187-196) terminal, que carecen de una estructura
secundaria bien definida, y que por ello introducen ruido en la comparacién de la

evolucion estructural de cada trayectoria.
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Figura 5.2-1. rmsd (A) del backbone (residuos 23-189) a lo largo de 500 ns de DM para
los mondmeros (negro) y dimeros (gris) en las formas oxigenada (derecha) y
deoxigenada (izquierda) respecto a las estructuras cristalograficas (cédigos PDB 2VEB y
2VEE).

La primera conclusion que se extrae d¢ la Figura b.2-1 es que los mondmeros

muestran un mayor desplazamiento respecto a la estructura inicial que los dimeros (~2
A versus ~1.5 A). Este resultado es esperable si se tiene en cuenta que las estructuras
iniciales utilizadas para las simulaciones corresponden a dimeros (cédigos PDB 2VEB y
2VEE). Pese a que no se trata de un cambio importante en términos de la estructura
general de la proteina, es evidente que la ausencia de la segunda subunidad provoca
reajustes estructurales en el caso de los monémeros que no se observan cuando ambas
subunidades se hallan formando el dimero, es decir, la estructura de la proteina nota una
diferencia en la exposicibn a solvente del area de contacto entre subunidades,
basicamente las hélices G y H: el par G/H-H/G que forma la interface entre ambas
subunidades se pierde en el caso de los mondmeros.

En este punto resulta util realizar un analisis detallado del rmsd por hélice, como se

presenta en la figufa Figura 5.-2. El desplazamiento mas importante corresponde a la

hélice G en el monémero deoxigenado, que alcanza casi los 3 A, mientras que para el
dimero so6lo llega a 1.2 A. Como se comentd, esta hélice forma la superficie de contacto
con la otra subunidad en el dimero por lo que la exposicion a solvente en el monémero

impacta directamente sobre la estructura de la hélice.
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Figura 5.2-2. rmsd (A) del backbone de las hélices A, E, Gy H a lo largo de 500 ns de
DM para los mondmeros (superior) y dimeros (inferior) en las formas oxigenada
(derecha) y deoxigenada (izquierda) respecto a las estructuras cristalograficas (coédigos
PDB 2VEB y 2VEE)

Aunque esto también sucede para el caso del monémero oxigenado respecto al
dimero oxigenado, el cambio es menor (2.2 A versus 1.6 A) y el efecto parece
propagarse a otras hélices: B y E. La hélice E para MBghe@nza un rmsd de casi 3
A, mientras que esta entre 1.5 A y 2 A para casi toda la trayectoria de DPgh-O
hélice B en ambos casos oscila alrededor de los 2 A.

Los resultados sugieren que la relajacion de la hélice G esta relacionada con la
exposicion a solvente que sufre la misma en los mondémeros. Sin embargo, las
caracteristicas estructurales de las hélices B y E parecen estar relacionadas ademas con
la presencia o ausencia del ligando unido al hemo. La hélice B muestra mayor
variabilidad en las simulaciones realizadas para las formas oxigenadas, y la hélice E un
mayor desviacion estructural para estos casos que para las formas deoxigenadas. Dado
que estas 3 hélices son las que delimitan los tuneles para migracion de ligandos en
MaPgb, las fluctuaciones estructurales observadas comparando dimero/mondémero y

oxy/deoxy podrian ser relevantes en términos de la funcionalidad de la proteina.
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Con el objeto de profundizar la caracterizacion de las diferencias estructurales y
dindmicas y estructurales entre las 4 simulaciones, se llevd adelante un andlisis de
dindmica esencial (DE). Los autovalores disminuyen suavemente en todos los casos, lo
gue sugiere una alta riqueza dinamica de la proteina. Si nos concentramos en el primer
modo esencial (que da cuenta de entre un 13% y 19% de la fluctuacion total)

observamos una clara distincion entre las formas oxigenada y deoxigenada de la

proteina, tal como se aprecia eh la Figura $.2-3.

Figura 5.2-3. Representacién de la deformacion a lo largo del primer modo esencial
para el backbone de (A) MPgb-02, (B) DPgbh-02, (C) MPgb-deoxy, and (D) DPgb-deoxy

Mientras que las formas deoxigenadas concentran el modo esencial principal en la
hélice A (y las partes cercanas de G y H), las formas oxigenadas muestran mayores
fluctuaciones en las hélices B y E. Es particularmente relevante el movimiento de la
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hélice B para las formas oxigenadas en contraste con las deoxigenadas, dado que
determina la forma de ambos tuneles. Esto sugiere una posible relacion entre la
migracion del ligando al sitio distal y la union del mismo al hemo.

Teniendo en cuenta los resultados expuestos resulta logico pensar que las
diferencias estructurales observadas entre dimeros y mondémeros, asi como proteina con
y sin ligando unido tienen un impacto no despreciable en la migracion de ligandos a
través de los tuneles 1 y 2. Esto es asi dado que las hélices B, E y G que forman este
nuevo sistema de tuneles evolucionan de manera diferente a lo largo de la dindmica en
cada uno de los 4 casos estudiados. Por ello, estos resultados sugieren la hipotesis de
que la estructura cuaternaria y la union del ligando determinan las propiedades
asociadas a la migracion de ligandos.

5.2.2 Deteccidn del ligando unido y comunicacion al resto de la
proteina

En la mayoria de las globinas estudiadas hasta la fecha la presencia de un ligando
unido al hemo es detectado mediante la formacion de puentes de hidrégeno con residuos
donores presentes en la cavidad distal. Generalmente esto es comunicado al resto de la
proteina induciéndose cambios conformacionales locales o globales que afectan las
propiedades estructurales y dindmicas. A su vez, la formacion de estos puentes de
hidrogeno estabiliza al ligando unido al hemo, hallandose generalmente una relacion
entre el nimero de puentes de hidrégeno y la afinidad por el ligando. Tal es el caso de
MtHbN, Mb o AscHb, como se describié en la seccion 5.1.4. Sin embdafegb
representa una excepcioén entre las globinas dado que no forma ningin puente de
hidrogeno con el ligando, aun exhibiendo alta afinidad pofT@&niendo en cuenta los
resultados expuestos en la seccion anterior, en particulek, leesulta evidente que
deben existir otros residuos capaces de sentir la presencia del ligando.

Una detallada inspeccién de las estructuras recogidas a lo largo de las simulaciones
demuestra que hay dos residuos aromaticos cercanos al ligando: Phe(345)G8
Phe(93)E1l. Esto es compatible con los resultados que arrojan los analisis de las
estructuras de rayos X: Phe(93)E11 se hallddad@l ligando en la forma oxigenada y
muestra desorden conformacional, mientras que adopta una conformacion definida para

la forma libré*.
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Phe(145)G8 esta a alrededor de 6 A del hierro en la estructura de rayos X, distancia

que se mantiene en promedio a lo largo de las simulaciones, con la excepcion de MPgb-

deoxy. La distancia media para esta Ultima es de alrededor de 1 A[menor (Figjra 5.2-4),

cercana a los 4.9 A. Esto puede ser atribuido a la recolocacion de la hélice G observada

para MPgb-deoxy (Figura 5.3-2). Es interesante notar que esto no sucede para MPgb-

O,, que mantiene los 6 A de distancia media de Phe(145)G8 al hierro.

Phe(145)G8 Phe(93)E11
2 2
E18F e — MPgb-deoxy S18F l L - MPgb-deoxy
16 — MPgb-02 1.6 — MPgb-02
El4p g Z14F =
212 =7 2 1.3 3
- 1 ] - 1= =
N08 - NO08- =
=06 - S06[ =
g 04 — g 04— —
z 0.2~ = Zz 02 ]
0
= s 6 7 8 9 2 3 4 5 6 7 8
Distance (A) Distance (A)
2ET T T 2T T
S18F DPgb-02-2 =185 DPgb-02-1
S161 — DPgb-02-2 S 16 — DPgb-0222
Tl4AE —— DPgb-deoxy-1| 14 — DPgb-deoxy-1
Z 1% 3 — DPgb-deoxy-2 é 1-2] o — DPgb-deoxy-2
ZosE E Sosk E
F06 = 206 =
E 041 — E 0.4 = -]
z 0.2 - - Z. O-S = =]
5 6 7 8 o9 2 3 4 5 6 71 8
Distance (A) Distance (A)

Figura 5.2-4. Distribucién de distancias entre la cadena lateral de Phe(145)G8
(izquierda) y Phe(93)E11 (derecha) al hierro. Mondmeros (superior) y dimeros
(inferior) en las formas oxigenada y deoxigenada. Las subunidades de los dimeros
estan indicadas con “1” y “2”

DPgb-Q y DPgb-deoxy también mantienen una distancia compatible con el cristal

Figura 5.2-4). Resulta claro que la relajacion de la hélice G que se observa para el

monomero deoxigenado acerca la Phe(145)G8 hacia el hierro, dado que la hélice ya no
se halla sostenida por la hélice H de la inexistente segunda subunidad. Esto no sucede
para el monémero oxigenado pese a carecer de la segunda subunidad, puesto que la
presencia del ligando impide el acercamiento del residuo al hierro.

139



Protoglobina de Methanosarcina Acetivorans

Phe(93)E11l nota la presencia del ligando tanto en la forma monomérica como
dimérica. Para las formas deoxigenadas la distancia de la cadena lateral al hierro esta
entre 4,0 Ay 4,5 A. Cuando se analizan las formas oxigenadas se observa un aumento
de 0,5 A para el monémero y de 1,1 A para el dimero. Esto significa que existe un
alejamiento neto de este residuo en presencia del ligando, al margen de la estructura
cuaternaria de la proteina. El impedimento estérico introducido por el ligando
contribuye a los cambios estructurales y dinamicos observados en las hélices B y E, tal

como se muestra en|la Figura 5{2ABnqueno se trate de puentes de hidrégeno con el

ligando como es el caso de MtHEN® estos resultados revelan que la presencia del
ligando también puede ser comunicada al resto de la proteina mediante un mecanismo

que podriamos definir como estérico.

5.2.3 Migracion de ligandos

En esta seccion analizaremos la influencia de las diferencias estructurales analizadas
en la seccién precedente en la migracién de ligandos a través de los taneles 1y 2.

En la estructura de rayos X el tanel 1, delimitado por las hélices G y B, se halla
perfectamente definido. Sin embargo, cuando se analiza su evolucién a lo largo de las
simulaciones, se observa que Phe(145)G8 adopta también una conformacion distinta a
la hallada en los cristales, que bloquea el tinel. Este residuo se encuentra en 2

conformaciones a lo largo de las simulaciones que estan definidas por la torsigen N-C

Cs-C,: 270 y 210 gradog (Figura 5.2-6). La primera coincide con la hallada en las

estructuras cristalograficas (267.2 grados en 2VEB, de 264.7 a 270.2 grados en 8
subunidades independientes de 2VEE). A esta conformacion la denominaremos abierta
dado que la migracion de ligandos no parece impedida. En la otra conformacién el

anillo aromatico de la Phe bloquea el tanel, por lo que la llamaremos cerrada.
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Figura 5.2-5. Isosuperficies de energia libre obtenidas por ILS para DPgb-deoxy en la
forma cerrada (derecha) y abierta (izquierda) de Phe(145)G8. El tunel 1 en recuadro
sélido y el tunel 2 en recuadro punteado. En amarillo la Phe(145)G8.
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Figura 5.2-6. Evolucion de la torsion N-CE-CR-CB  de Phe(14538 para MPgb-deoxy
(arriba, izquierda), MPgb-02 (arriba, derecha), DPgh-deoxy, ambas subunidades
(medio) y DPgbh-02 ambas subunidades (abajo)

El efecto de este residuo traducido en términos de migracion de ligandos queda

claramente definido si se observan las isosuperficies de energia libre obtenidas por

mediante el método IL$ (Figura 5.2-5). Alli se aprecia que el tunel 1 esta bien definido

en la forma abierta pero se halla cortado en la cerrada. Esto confirma el efecto de

bloqueo a la migracion de un ligando diatomico del solvente al sitio distal. En este
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sentido Phe(145)G8 podria actuar como una puerta para la migracion de ligandos
diatobmicos que recuerda al efecto de la PheE1l5 sobre el canal largo (LT) de
MtHbtrN'®% Por el contrario, el tinel 2 esta siempre abierto.

Tal como se observa er} la Figura 5/2-6, que muestra la evolucion del residuo G8, la

proporcion entre los estados conformacionales abierto/cerrado de Phe(145)G8 depende
tanto de la estructura cuaternaria como de la presencia de ligando unido al hemo. Si se
analizan los ultimos 250 ns de cada simulacion se observa que para los monémeros este
residuo esta en la forma cerrada el 99,9% y 98,0% de la trayectoria para la forma
deoxigenada y oxigenada, respectivamente. En el caso de los dimeros se aprecia una
mayor proporcion de la forma abierta, alcanzando 5% y 8% en ambas subunidades de la
forma deoxigenada. Para el dimero oxigenado esta tendencia se incrementa hasta
alcanzar un 25% de la forma abierta. Estos resultados permiten formular la hipotesis de
que la presencia de ,Qpromueve una mayor apertura del tinel 1 pero que la
dimerizacion es necesaria para consolidar este efecto. Contrariamente a lo que sucede
con el tanel 1, el tunel 2 se halla siempre abierto a la migracion de ligandos.

Estos resultados sugieren ddaPgb podria estar involucrada en procesos quimicos
bimoleculares. El primer ligando podria entrar a la cavidad distal a través del tlnel 2. Si
esto sucediera en la forma monomérica el tinel 1 estaria esencialmente cerrado. La
dimerizacion facilitaria la apertura de este tunel, efecto que podria estar relacionado con
la mayor flexibilidad de la hélice B promovida por la unién del primer ligando al hemo.

En definitiva, la apertura del tinel 1 mediante estos mecanismos redundaria en una
mayor facilidad para la captacion de un segundo ligandda@yb.

Con el objeto de cuantificar el efecto de la estructura cuaternaria en la migracion de
ligandos se llevaron a cabo simulaciones de Multiple Steered Molecular Dynamics
(MSMD). Estas permiten estimar el perfil de energia libre asociado a la migracion del
ligando desde el solvente a la cavidad distal mediante la relacion de Jarzinsky (ver
Métodos). El perfil para DPgb-deoxy a lo largo del tinel 1 muestra que existe una

pequefia barrera de 2.2 kcal/mol alrededor de los 11 A del hierro seguida de una region

plana hasta los 6 A y una segunda barrera baja de 2 kcal/mol para llegar 4l hemg (Figura

5.2-7). Por el contrario, MPgb-deoxy muestra una barrera alta (6 kcal/mol) y ancha

alrededor de los 12 del hierro para la migracion de.O
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Figura 5.2-7. Perfiles de energia libre para la migracion de 02 a través del tunel 1
(izquierda) y tunel 2 (derecha) en las formas monomérica (negro) y dimérica (gris) de
MaPgb

En el caso del tinel 2, tal como se observo en las isosuperficies ILS, la migracion de
una molécula diatbmica no presenta dificultades a temperatura ambiente. Para MPgb-
deoxy se aprecia una barrera de sélo 1 kcal/mol mientras que en el caso de Digb-deox
no se observa barrera para la migracion a través del tunel 2.

Estos resultados estan de acuerdo con los previamente presentados: la dimerizacion
facilita la migracion a través del tunel 1 lo que aumenta la accesibilidad global de

ligandos diatdbmicos en el dimero en relacion al monémero.

5.3 Discusion acerca de las implicaciones funcionales

La cristalizacion devlaPgb (cédigos PDB 2VEB y 2VEE), los experimentos por
filtracion en gel, los estudios cinéticos y los resultados por simulacién computacional
presentados en esta memoria abren un nuevo capitulo en el ya diverso mundo de las
globinas. Pese a que aun se desconoce la funcién de esta proteina, los resultados
obtenidos permitan formular diversas conclusiones.

Los experimentos por filtracion en gel, en concordancia con las estructuras de rayos
X, muestran que la proteina eluye como dirfen la presente memoria el efecto de
la dimerizacidn parece estar relacionado con la apertura del tinel 1 para la migracion de
ligandos diatomicos. Esto se pone de manifiesto por la mayor proporcion de la forma
abierta de la Phe(145)G8 en la forma dimérica y esta de acuerdo con los analisis por
ILS y MSMD/Jarzinsky. Este efecto se ve potenciado con la presencia de ligando unido
al hemo. Se trata entonces de un efecto combinado debido a varios factores. Por un
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lado, la union del ligando promueve una mayor flexbilidad en la hélice B, cuya
presencia es captada por Phe(93)E11. Por otro lado, la dimerizacion sostiene la hélice G
por su contacto con la H de la otra subunidad permitiendo la aparicion del tunel 1, que
no se esta bien definido en el mondémero. Estas hélices delimitan este tunel. Por dltimo,
la presencia del ligando unido al hemo promueve la apertura del tinel 1.

Estos resultados sugieren una participacion de la proteina en procesos quimicos
bimoleculares en los que un segundo ligando veria facilitado el acceso al sitio distal una
vez que el primero se ha unido al hemo. Este efecto seria aiin mayor si el primer ligando
fuera una molécula de mayor tamafio (triatdbmica) dado que el efecto estérico sobre
Phe(145)G8 y Phe(93)E11 seria méas pronunciado. Por su parte, la dimerizacién parece
ser un mecanismo de regulacién para la migracion de ligandos.

Estos hallazgos concuerdan con experimentos cinéticos recientes de union de CO
llevados a cabo por el grupo de Cristiano Viapiani (manuscrito en preparacion) donde se
encuentra que la proteina se halla en 2 estados caracterizados por union rapida (fast, R
y otra lenta (slow, T), tal como se muestra en el esquema cinético presentado en la

Figura 5.3-]. En ese trabajo se describe que existe una mezcla de R@®gy*

MaPgb*CO. Luego de la fotodisociacion el CO puede migrar a un docking site
secundario (MaPgB5*CO)/(MaPgb*:CO), desde el primario
(MaPgb*:CO)/(MaPgb*:CO), o escapar a solvente (MaP§b¥ CO)/(MaPgb* +
CO). El rebinding sucede a través de 2 caminos distintos que involucran Ma®gb*
MaPgb®. Diferentes constantes de equilibrio conectan MaPgiwh MaPgb® y
MaP gb*CO con MaPgb*CO

En ese trabajo los resultados indican que la unién de CO promueve la forma rapida
(fast). Es decir, que la unién del ligando modifica la poblaciéon relativa de ambos
estados enriqueciendo la fast. En este sentido, el estudio computacional descrito en esta
tesis coincide con lo hallado por el grupo de Cristiano Viapiani dado que nuestros
resultados muestran que la wunion del ligando al hemo promueve cambios
conformacionales y en la dinamica de la proteina (en particular en las hélices B y E) que
resultan en una mayor proporcién de forma abierta para el tanel 1. En definitiva, segun
lo expuesto, la presencia del ligando abre la proteina a la entrada de un segundo ligando,
desviando el equilibrio hacia la forma de combinacion rapida. Se trataria de una
regulacion alostérica homotropica dado que la primera molécula que se liga al hemo

actuaria a la vez como sustrato y regulador de la entrada de una segunda molécula.

145



Protoglobina de Methanosarcina Acetivorans

(MaPgb*R :CO),
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(MaPgb*" :CO),

Figura 5.3-1. Esquema cinético para el CO elaborado por el grupo de Cristiano Viapiani

Por otro lado la bajakpara Q reportada en los experimentos cinétléo® estaria
relacionada con el cierre del tinel 1 dado que el tinel 2 permanece siempre abierto, en
todas las formas estudiadas. Es decir, la salida del ligando de la proteina al solvente no
estaria limitada por la migracion a través de la matriz proteica.

Existen numerosos estudios acerca de los distintos mecanismos de regulacion de la
afinidad por ligandos que existen entre las gloBinasal como se comentd, la
presencia de residuos donores de puente de hidrégeno en la cavidad distal puede
favorecer la estabilizacion de,@gado, disminuyendo asi lagk En general, cuanto
mayor es el nimero de residuos capaces de establecer un puente de hidrégeno con el
ligando, mayor es la afinidad poe @ por lo tanto, menor el valor dgiK. En el caso
de MaPgb el unico residuo capaz de formar puente de hidrogeno estabilizante con el
ligando es Tyr(61)B10. Sin embargo, como se demostré en esta memoria, este residuo
alterna un puente de hidrégeno con el ligando y con Leu(86)E4 por lo que no estaria
implicado en una estabilizacion permanente del ligando por efecto distal.

La afinidad puede ser también regulada por una modificacién en la reactividad del
hemo. Ejemplos de este tipo lo representan leghemoglobina (LHb) y mutantes
proximales de Mb. En estos casos cambia la carga de la histidina pfaxigal
mecanismo propuesto en este estudio implica un cambio en la reactividad por distorsion
de la estructura plana habitual del hemo. Teniendo en cuenta los resultados presentados
se puede concluir que el bre positivo (+0,202) observado en el henvaPRigb
(compresion) contribuye a la bajask para Q reportada por el grupo de Martino

Bolognesi. Por otra parte, puesto que el hemo en la mayor parte de las globinas es muy
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cercano a la planaridad y ésta es su forma estable aislado en solucion, la presencia de un
hemo altamente distorsionado como elMBPgb no puede ser casual, sino que podria
reflejar un mecanismo de regulacién de la afinidad por O

La existencia de un mecanismo basado en la distorsion del hemo plantea preguntas
acerca de los condicionantes evolutivos que han contribuido a incrementar la tension
sobre el grupo hemo. Naturalmente, deben existir residuos en posiciones especificas que
empujan al hemo selectivamente para lograr distorsiones fuera del plano y en el plano.
Seguramente, ello refleja un efecto cooperativo, que no puede atribuirse a un unico
residuo concreto, sino al conjunto de residuos que definen la cavidad donde se hospeda
el grupo hemo. Estudios de mutagénesis, tanto experimental como computacional, seran
sin duda altamente informativos acerca de los residuos involucrados en el mecanismo

de compresion del hemo.
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Conclusiones

Metodologia Multinivel

El desarrollo del hamiltoniano semiempirico RM1 hace necesario derivar una
nueva version parametrizada del modelo MST, dado que la transferabilidad de
los parametros AM1 y PM3 puede llevar a errores notables para solventes
polares. El modelo parametrizado provee estimaciones precisas de la energia de
solvataciéon para un gran grupo de compuestos neutros no incluidos en el
conjunto de entrenamiento.

El tratamiento MST/RM1 de compuestos i6nicos esméas delicado, dado que
existe una dependencia fuerte entre el factor de escalado utilizado para modular
la frontera electrostatica entre el solvente y el soluto y el grupo ionizable. El uso
de un factor de escalado adaptado al entorno quimico provee una estrategia
computacional viable para obtener estimaciones precisas de la energia de
solvatacion para compuestos cargados.

La metodologia Multinivel persigue proporcionar un método eficiente para la
exploracién conformacional de moléculas tipo farmaco, permitiendo identificar
estructuras estables y su poblacién relativa. La estrategia hace uso de una
exploracion conformacional a nivel RM1 y posterior refinamiento a nivel mas
robusto de teoria: B3LYP y MP2. De este modo se consigue un buen balance
costo/calidad para la estimacion precisa de la poblacion relativa de los
conférmeros relevantes.

Los resultados obtenidos para la histamina neutra son alentadores considerando
la complejidad conformacional y tautomérica que presenta y el delicado balance
gue existe entre sus diversas formas en solucion. Los resultados reflejan este
ajustado balance y, aunque existe aun controversia respecto a las preferencias
conformacionales de la histamina neutra, coinciden con la mayoria de los
estudios previos.
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e Ademas de los conocidos mecanismos que regulan la afinidad del hemo por
ligandos en las distintas globinas (efecto distal, efecto proximal), hemos
estudiado el impacto de las distorsiones de la planaridad de este grupo en la
afinidad por Q. Hemos hallado que éstas tienen un impacto no despreciable y
pueden modular la afinidad de una globina por ligandos bimoleculares.

e Las distorsiones fuera del plano siempre resultan en una disminucion de la
afinidad por @ El modo breathing, que implica la compresién-expansion del
grupo hemo en el plano, es el tnico modo a lo largo del cual la distorsion puede
aumentar la afinidad por;OEIl breathing positivo del hemo déaPgb podria
contribuir a la alta afinidad por @eportada experimentalmente dado que no
presenta efecto distal, habitualmente responsable de la alta afinidad hallada en
otras globinas.

e La accesibilidad del ligando a la proteina se logra a través de un sistema de
tuneles novedoso definido entre las hélices G y B (tunel 1) y B y E (tnel 2). El
tunel 2 esta siempre abierto, permitiendo la libre migracion de ligandos. Esto no
sucede en el tunel 1. Phe(145)G8 se halla en 2 conformaciones: abierta y
cerrada, que permiten o impiden la migracién de ligandos a través del,mismo
respectivamente.

e La dimerizacion facilita la apertura del tanel 1, mientras que el mondémero
presenta practicamente siempre cerrado el acceso a ligandos por éste. Sin
embargo, la dimerizacion no es suficiente, siendo necesaria la presencia de
ligando unido al hemo para favorecer a su vez la migracion a través del tinel 1.
La presencia del ligando unido al hemo es detectada por Phe(93)El1l, y
transmitida a Phe(145)G8 a través del cambio estructural y dindmico de las
hélices By E.

e Los resultados anteriores proporcionan una explicacion al comportamiento
experimental derivado de los estudios cinéticos realizados por Cristiano
Viappiani. De hecho, cabe pensar que las conformaciones de ligacion lenta y
rapida reflejan la apertura del tinel 1 cuando se ha fijado un primer ligando en el
grupo hemo. A su vez, ello sugiere ddaPgb podria participar en un proceso
bimolecular, de manera que la entrada de un primer ligando facilitara el acceso
de un segundo ligando.
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Abstract: The need to simulate large-sized molecules or to deal with large series of compounds is a challenging
topic in computational chemistry, which has stimulated the development of accurate semiempirical methods, such as
the recently reported Recife Model 1 (RM1; J Comput Chem 2006, 27, 1101). Even though RM1 may prove to be
of value simply due to the enhanced quantitative accuracy in gas phase, it is unclear how the new parameters opti-
mized for RM1 affect the suitability of this semiempirical Hamiltonian to study chemical processes in condensed
phases. To address this question, we report the parametrization of the MST/RM1 continuum model for neutral sol-
utes in water, octanol, chloroform and carbon tetrachloride, and for ions in water. The results are used to discuss the

transferability of the solvation parameters implemented in previous MST/AM1 and MST/PM3 models.
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Introduction

Many biological processes, including those of pharmacological
or toxicological importance, are related to the differential solu-
bility of solutes in aqueous and nonaqueous solvents."> Thus,
prediction of the solvation-free energy in both polar and apolar
environments (and related properties) is crucial for understand-
ing the biological profile of chemical compounds. This challeng-
ing goal has stimulated the development of a plethora of meth-
ods that combine different formalisms to represent solute and
solvent molecules.>® Among them, quantum mechanical self-
consistent reaction field (QM-SCRF) models combine a QM rep-
resentation of the solute with a classical polarizable continuum
treatment of the solvent.***° These methods have found wide-
spread acceptance due to (i) the accurate description of the sol-
ute at a suitable QM level, which permits to gain insight into
the solvent-induced changes in the properties of the solute, (ii)
the availability of well-defined formalisms to couple the solute
charge distribution and the solvent reaction field, (iii) the

reduced computational cost, and (iv) the availability of QM-
SCRF methods in a variety of easy-to-use computer programs.
From a computational point of view, the ab initio QM-SCRF
treatment of large size solutes is still very demanding, which
limits the routine application to studies involving large sets of
compounds, such as the screening of libraries of druglike com-
pounds. This justifies the development of a variety of QM-SCRF
methods based on the NDDO (MNDO,'* AM1,"" PM3)'? frame-
work.'32¢ Specific parametrizations of semiempirical QM-SCRF
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Table 1. Parameters” Defined for MST/RM1 Continuum Calculations
in Water, Octanol, Chloroform, and Carbon Tetrachloride.

Scaling factor (k)

Water Octanol Chloroform Carbon tetrachloride

1.25 1.50 1.60 1.80

Atomic radii (R)

General Specific for water”
H® 1.20 (0.80)
C 1.50

1.50 Nin —N— 1.40

N in —NH, 1.55

(0] 1.40 O in —OH 1.45
F 1.35
P 1.80
S 1.75 S in —SH 1.85
Cl 1.80
Br 1.95
“R: in A.

"Modified radii for specific chemical groups of neutral compounds in
aqueous solution.

“The radius for a hydrogen atom bound to heteroatom is given in
parenthesis.

methods, including refined descriptions of the solute-solvent
boundary and of the electrostatic and nonelectrostatic compo-
nents of the solvation-free energy, have been recently reported,
as in the case of the SMS5 solvation model developed by Cramer
coworkers,”’ = or the semiempirical versions of the MST model
developed in our group.>'

Since the introduction of the most elaborate semiempirical
methods, AM1 and PM3, several strategies have been undertaken
to correct the limited accuracy in reproducing experimental data
for certain classes of compounds in the gas phase.** They are
mainly focused on obtaining improved molecular energies, such
as the addition of torsional correction terms for amides,35 the
adjustment of specific parameters by fitting to high level ab initio
dzttal,36’37 the modification of the core repulsion 1°uncti0ns,38’39 the
inclusion of bond and group equivalents to estimate heats of for-
mation,*® or to restore orbital orthogonality.*! A complete reop-
timization of the standard set of parameters has also been
attempted, as in the case of the PM5 model.** In this latter spirit,
Rocha et al.** have recently reported the RM1 (Recife Model I),
which retains the formalism and the parameters defined for the
AM1 Hamiltonian, but relies on a refined parametrization using a
reference set of 1736 compounds (containing C, H, N, O, P, S, F,
Cl, Br, and I) relevant in organic and biochemical areas. Com-
pared to the AM1, PM3, and PMS5 models, the superiority of the
RM1 Hamiltonian is supported by the lower errors in predicting
properties such as the enthalpy of formation, dipole moments,
ionization potentials, and geometrical parameters.

Even though RM1 may prove to be of value simply due to
the enhanced quantitative accuracy in gas phase, it is unclear

Journal of Computational Chemistry

how the new parameters optimized for RM1 can affect other
molecular properties. In particular, our interest is to calibrate the
suitability of the RM1 Hamiltonian to study chemical processes
in condensed phases. To address this question, we report the
parametrization of the MST/RMI1 continuum model for neutral
solutes in water, octanol, chloroform and carbon tetrachloride,
and for ions in water. The results are used to discuss the trans-
ferability of the solvation parameters implemented in previous
MST/AMI1 and MST/PM3 models.

Methods

The MST Model

The free energy of solvation (AG,,) is expressed as the sum of
electrostatic (AG,,.), cavitation (AG.,), and van der Waals
(AG,w) contributions [Eq. 1; for a detailed description of the
MST model, see ref. 9].

AGsol = AGele + AGcav + AGvW (1)

The electrostatic term, which accounts for the work spent in
charging up the solute’s charge distribution, is determined fol-
lowing the polarizable continuum model (PCM)*** originally
developed by Miertus, Scrocco, and Tomasi (MST). Accord-
ingly, the pseudo-Schrodinger equation given by eq. (2) is
solved, where H° represents the Hamiltonian of the solute, Vg
stands for the perturbation operator that accounts for the solvent
reaction field, and ¥ denotes the wavefunction of the solute.

(H + Vo) ¥ = E¥ @

The free energy of cavitation, that is, the work necessary to
generate a cavity large enough to accommodate the solute in the
bulk solvent, is computed following Pierotti’s scaled particle
theory*® adapted to molecular-shaped cavities according to the
procedure proposed by Claverie.*” Accordingly, the free energy
of cavitation of atom i (AGc-p,) is determined weighting the
cavitation-free energy of the isolated atom in Pierotti’s formal-
ism (AGp,) by the ratio between its contribution (S;) to the
solvent-exposed surface and the total solvent-exposed surface
(St) of the molecule [Eq. (3)]

N N
S
AGey = E AGc p; = E EAGPJ 3)
; p

i=1

Finally, the van der Waals component (arising from disper-
sion-repulsion interactions between solute and solvent) is deter-
mined using a linear relationship with the accessible surface
[Eq. (4)]. The atomic surface tensions, ¢;, are determined by fit-
ting the experimental-free energies of solvation for a training set
of molecules.

N N
AGyw = Z AGyw; = Z &iSi 4)
i=1

i=1
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Table 2. Free Energy of Solvation (kcal/mol) Determined from MST/RM1 Calculations for the Training Set
of Compounds in Water, Octanol, Chloroform, and Carbon Tetrachloride (Calculated/Experimental).

Compound Water Octanol Chloroform Carbon tetrachloride
C,H
Ethane 1.4/1.8 —0.9/-0.6
Neopentane —-1.7/-1.7
Cyclohexane 1.9/1.2 —-3.3/-3.7
n-Hexane —3.1/-33
n-Heptane —3.6/—4.1
n-Octane —4.2/—-4.6
Ethylene 0.1/1.3 —1.8/-0.3
2-Methylpropene 0.5/1.2 —2.6/—2.0 —2.7/-2.6
1-Butene 0.7/1.4 —2.6/—1.9 —2.9/-25
E-2-pentene 0.8/1.3 —3.5/-3.5
Benzene —1.4/-0.9 —4.3/=3.7 —5.1/-4.6 —4.6/—4.5
Toluene -1.3/-0.9 —4.8/—4.6 —5.5/-5.5 —5.0/-5.1
m-Xylene —1.2/-0.8 —6.0/—5.9 —5.4/-5.7
C,H O
Water —6.5/—6.3 —5.6/—4.4
Methanol —5.4/-5.1 —4.4/-3.9 —3.5/-3.4 —2.6/—2.2
Ethanol —5.2/-5.0 —4.7/-4.4 —4.0/-3.9 —-3.1/-3.1
n-Propanol —4.9/-4.8 —5.2/-5.0 —4.6/—4.3 —3.7/-3.7
2-Propanol —4.2/-4.8 —4.6/—4.3 —3.6/—3.2
n-Butanol —4.6/—4.7 —5.8/—5.7 —5.3/-53 —4.3/-4.2
n-Pentanol —4.5/-4.5 —6.4/—6.4 —6.0/—5.9 —5.0/-5.0
n-Hexanol —4.4/—-4.4 —6.9/-7.1 —6.6/—6.7 —5.6/—5.7
n-Heptanol —4.2/-4.2 —7.6/—7.8 —7.3/=-15 —6.2/—6.5
n-Octanol —8.1/—-8.1
Phenol —6.1/-6.6 —7.4/=8.7 —7.0/-7.1 —6.0/—6.1
0-Methylphenol —5.2/-59 —7.2/-17.6 —6.3/—6.8
p-Methylphenol —5.6/—6.1 —7.3/-17.6 —6.4/—6.1
Dimethylether —-1.3/—19 —2.1/-2.1
Diethylether —1.6/—1.6 —4.3/—43
Tetrahydrofuran —2.5/-3.7 —-3.9/-39
Anisole —2.4/-1.0 —5.5/-5.5 —6.5/—6.2 —5.7/-5.5
Acetaldehyde —3.6/—3.5 —4.0/-3.7
Benzaldehyde —4.1/-4.0 —6.5/—6.1 =7.3/-17.1 —6.4/—6.1
p-Hydroxybenzaldehyde —9.1/—-10.5 —9.2/—10.4 —7.8/—8.2
Acetone —3.8/-3.9 —4.1/-32 —4.6/—4.3 —3.4/-3.5
Butanone —3.4/-3.6 —-5.1/-54 —4.0/—4.1
Acetophenone —4.6/—4.6 —7.8/—8.4 —6.8/—6.4
Acetic acid —7.5/-6.7 —6.1/—-6.4 —5.4/—-4.5 —4.2/-3.4
Propionic acid —6.8/—6.5 —6.4/—6.9 —5.8/—5.2 —4.7/-4.3
Butiric acid —6.5/—6.4 —6.9/—17.6 —6.5/—6.0 —5.3/-5.0
Methylethanoate —3.1/-33 —3.9/-35 —4.9/-4.9 —3.8/-3.7
Ethylethanoate —-3.1/-3.1 —5.5/-5.5 —4.4/—4.4
Methylpropanoate —2.8/—29 —5.4/-5.5 —4.3/-4.4
Methylbenzoate —3.6/—4.3 —6.9/-7.3 —8.1/—7.8 -7.1/-72
C,H,N
Ammonia —3.5/-4.3
Methylamine —4.9/-4.6 —3.9/-3.8 —3.5/-3.2 —2.4/-2.5
Ethylamine —4.6/—4.5 —4.4/-4.1 —4.1/-4.0 —3.0/—2.8
n-Propilamine —4.6/—4.4 —5.0/—4.8 —4.8/—4.1 —3.6/-3.6
n-Buthylamine —4.4/—43 —5.5/-5.4 —5.4/-5.1 —4.2/—4.2
Dimethylamine —3.5/-43 —3.5/-3.17 —2.5/-2.8
Diethylamine —4.1/—4.1 —4.6/—4.8 —4.9/-5.2 —3.8/—4.1
Trimethylamine —22/-32 —2.5/-3.6 —3.9/-4.0 —2.6/-3.1
Piperidine —4.7/-5.1 —5.5/-5.3
Aniline —5.8/=5.0 —7.0/—6.8 —5.9/-5.7
Acetonitrile —4.0/—3.9 —3.4/-32 —4.8/—4.4
(continued)
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Table 2. (Continued)

Compound Water Octanol Chloroform Carbon tetrachloride
Propanenitrile —-3.9/-3.9 —3.9/-3.7
Butanenitrile —-3.7/-3.6 —4.4/—43
Benzonitrile —4.7/—-4.1 —6.4/—6.1 —8.0/—7.2 —6.8/—6.3
Pyrydine —4.3/-4.7 —4.7/-5.3 —6.2/—6.7 —4.9/-5.0
2-Methylpyridine —4.2/-4.6 —6.6/—17.0
4-Methylpyridine —4.4/—4.9 —6.7/-17.5
C,H,N, O
Acetamide —10.1/-9.7 —7.4/-8.0 —6.5/—7.1
Nitroethane —4.3/-3.7 —4.4/-3.9
Nitropropane —3.6/—3.3 —4.9/—4.5
Nitrobenzene —4.2/-4.1 —6.5/—6.6 —8.5/—7.8 -7.0/—6.9
m-Nitrophenol —10.1/—10.5 —8.3/—8.8
p-Nitrophenol —10.5/—11.0 —8.5/-9.4
C,H,S
Hydrogen sulfide —-1.2/-0.7
Metanethiol —1.2/-1.2
1-Propanethiol —3.8/-3.5
Thiophenol —2.0/-2.6 —5.7/-6.0 —7.6/=17.6
Dimethylthioether —1.4/-1.5 —3.3/-42
Diethylthioether —2.0/—14 —4.6/—4.1 —5.5/—-64
Thioanisole —2.2/-2.1 —6.5/—6.5 —17.5/—6.0 —=5.7/-5.7
Thiophene —4.3/-3.9 —5.2/-5.8
C, H, Halogens
Fluoromethane —0.4/-0.2
Tetrafluoromethane 4.3/3.2 1.7/1.5
1,1-Difluoroethane —0.4/-0.1 —1.6/—1.1
2,2,2-Trifluoroethanol —-6.2/—4.3 —5.0/—4.8 —3.2/-3.0
Fluorobenzene —4.1/-3.9 —4.3/—4.3 —3.6/—3.6
Chloroform —3.9/-3.8
Chloroethane —3.5/-2.6
Chlorobenzene —1.3/-1.1 —5.8/—5.5 —5.4/-5.2
p-Dicholorobenzene —0.6/—1.0 —6.0/—5.7 —6.4/—6.3 —6.2/—6.3
Fluorotrichloromethane —-2.2/-2.6 —2.7/-2.6
Difluorodichloromethane 3.8/1.7 —0.9/-1.3 —-1.2/-1.6
Dichloromethane —2.0/—1.4
Bromomethane —1.5/-0.8 —29/-24
Bromoethane —1.8/—0.7 —3.6/—2.9
Bromobenzene —1.7/—-1.5 —=5.7/-5.5 —6.3/—6.3
p-Dibromobenzene —1.3/-24 —6.8/-7.5
1-Bromo-2-chloroethane —1.6/—2.0
p-Bromophenol —6.9/-17.1 —8.6/—8.6 =7.9/-1.9
C,H, P
Phosphine 0.6/0.6

Computational Details

Following previous studies,*® a dual cavity strategy is used.
Accordingly, nonelectrostatic components of the solvation-free
energy are determined using a van der Waals surface built up
from suitable atomic van der Waals radii, while the electrostatic
term is computed using the solvent-exposed surface defined
upon an appropriate scaling of those atomic radii. This scaling
factor (k) was generally adjusted from the comparison of the
electrostatic response determined from QM SCRF MST compu-
tations and the electrostatic component of the solvation-free
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energy obtained from classical discrete simulations (Molecular
Dynamics or Monte Carlo Free Energy Calculations). The sol-
vent-dependent scaling factor and the atomic radii adopted in
preceding MST parametrizations® have been retained here (see
Table 1). The GEPOL procedure is used to determine the solute/
solvent interface for both electrostatic and nonelectrostatic com-
ponents.*” A relevant aspect to be mentioned is the procedure
used to compute the solvent’s reaction field, which, in turn,
depends on the electrostatic potential. In constrast to ab initio
methods, where the electrostatic potential is uniquely defined,
several procedures have been proposed in the context of semi-
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Table 3. Statistical Parameters of the Fitting Between Experimental and
Theoretical Solvation-Free Energies Derived from MST/RM1
Computations.

Parameter® Water Octanol Chloroform Carbon tetrachloride

Training set
n 81 66 57 50
msd 0.0 0.1 0.0 0.0
rmsd 0.6 0.5 0.5 0.3
c 0.99 1.00 1.00 1.00
r 0.99 0.99 1.00 1.00
F 3,194 5,853 10,247 15,442

Validation set
n 32 24 16 12
msd 0.1 0.0 0.0 —0.1
rmsd 0.7 0.7 0.8 0.6
c 0.97 1.01 0.99 1.02
r 0.99 0.99 0.99 0.99
F 2068 1572 798 851

“Number of compounds (n); mean-signed deviation (msd; kcal/mol);
root-mean square deviation (rmsd; kcal/mol); scaling coefficient (c),
Pearson’s correlation coefficient (), and F value.

empirical methods.’®>* Here, the three-centered integrals needed
to compute the electrostatic potential are solved using the
NDDO-based approach.'ﬂ‘53 Moreover, those integrals are eval-
uated by canceling out the empirical parameters p4,; and pg,,
that modify the electrostatic multipole interaction in the frame-
work of the Dewar-Sabelli-Klopmann approximation, and the
electrostatic interaction between the atomic core and the charges
that simulate the solvent reaction field is determined using a
Coulombic expression (see refs. 20 and 23 for more details).

A total of 81, 66, 57, and 50 compounds containing prototyp-
ical (bio)organic functional groups have been considered to carry
out the parametrization of the MST/RM1 model for water, octa-
nol, chloroform, and carbon tetrachloride, respectively. The sta-
tistical significance of the model has been further assessed by
comparison of calculated and experimental solvation-free ener-
gies for a test set of compounds. For ions, we have chosen 97
ionic compounds taken from the data recently compiled by Kelly
et al.>® and corrected by a factor of 1.9 kcal/mol, which acc-
ounts for the difference between the theoretical value determined
by Zhan and Dixon®® for the hydration-free energy of the proton
(used in ref. 55 to obtain the experimental hydration-free ener-
gies of ions) and the most accurate experimental value obtained
by Tissandier et al.>” RM1 calculations were performed using a
locally modified version of MOPAC 6.0.

Results and Discussion

Neutral Compounds

The parametrization of the MST model coupled to the RMl
Hamiltonian was carried out trying to reduce to the minimum
the number of adjustable parameters to obtain more transferable
models and to avoid “overtraining” artefacts. Thus, we decided
to limit ourselves to fit only atomic surface tensions [£; Eq. (5)]
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by comparison between computed and experimental-free ener-
gies of solvation.

AGVW = AGCXP[ - AC;clc - AGcew ()

sol

Table 2 shows the solvation-free energies in the four solvents
for the training set of compounds, and Table 3 reports the statis-
tical parameters for the comparison of the experimental and the-
oretical solvation-free energies (extended data are provided as
Supporting information). In all cases, the mean signed deviations
are close to zero, and the scaling coefficient of the regression
equation between experimental and theoretical values is close to
unity, thus indicating the lack of systematic errors for a large,
diverse series of neutral compounds. The root-mean square devi-
ation (rmsd) between theoretical and experimental solvation-free
energies amount to 0.6, 0.5, 0.5, and 0.3 kcal/mol for water, oc-
tanol, chloroform, and carbon tetrachloride, which are very close
to the uncertainties obtained for the MST/AM1 and MST/PM3
models and for the ab initio versions of the method.

Inspection of the different components of the solvation-free
energy (see Supporting information) reveals that the electrostatic
component, on average, accounts for around 132%, 39%, 24%,
and 11% of the total solvation-free energy in water, octanol,
chloroform, and carbon tetrachloride. Similarly, the change in
the dipole moment induced upon solvation amounts to around
40%, 17%, 13%, and 6%, which is also in agreement with the
solvent-induced changes in the dipole moment predicted by pre-
vious version of the MST algorithm and by discrete QM/MM
calculations.3®

To test the parametrization of the MST/RM1 method, we
have computed the solvation-free energies for an additional vali-
dation set of 84 solvation-free energies (water: 32; octanol: 24;
chloroform: 16; carbon tetrachloride: 12; see Table 4). None of
these molecules were considered in the parametrization set. The
reliability of the MST/RM1 model out of the training set can be
verified by the excellent agreement found between experimental
and theoretical estimates (see Table 3 and Fig. 1).

The atomic surface tensions optimized for the MST/RMI1
model in water, octanol, chloroform, and carbon tetrachloride
(see Table 5) are generally close to the values optimized for
MST/AMI1 and MST/PM3 models, which were not unexpected
considering the similarity between the three methods. The larg-
est differences are found for C and N atom types, which can be
attributed at least in part to the fact that both MST/AMI1 and
MST/PM3 parametrizations required the inclusion of a correc-
tion term for nitrile groups, while this correction term was
unnecessary in the MST/RM1 model. On the other hand, taken
together the data for the four solvents, the rmsd values between
the AG,j. values determined for RM1, AMI1, and PM3 are close
to 0.5 kcal/mol (see Table 6). Nevertheless, the rmsd varies
from 0.1 kcal/mol in carbon tetrachloride to around 0.9 kcal/mol
in water, as expected from the reduction in the scaling factor x
that modulates the solute-solvent electrostatic boundary, which,
in turn, leads to larger differences in the AG, term between the
semiempirical formalisms.

Overall, the free energies of solvation (data not shown)
obtained by assuming the transferability of the MST/AMI1 or
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Table 4. Free Energy of Solvation (kcal/mol) Determined from MST/RM1 Calculations for the Validation Set
of Compounds in Water, Octanol, Chloroform, and Carbon Tetrachloride (Calculated/Experimental).

Compound Water Octanol Chlorofom Carbon tetrachloride
C,H

Propane 1.9/2.0 —14/—-1.3

Hexane 2.7/2.5

Cyclopentene —0.3/0.6

Ethylbenzene —1.1/-0.8 —5.3/-5.1 —6.1/—5.8 —5.5/-5.7

p-Xylene —1.2/-0.8 —5.3/=52

Naphtalene —2.5/-2.4 —7.5/-17.0 =7.7/-7.9 —7.0/-17.6

Cyclohexane —4.0/—4.5
C,H O

2-Methyl-2-propanol —4.0/—4.5 —5.0/—4.8 —4.9/-4.5 —3.8/-3.4

Dioxane —2.7/-1.8 —4.1/-4.9 —4.9/—6.2 —4.0/-5.0

Methylpropylether —-1.3/—-1.7 —3.3/-3.6

Propanal —3.7/-3.4 —4.1/—4.1

Cyclopentanone —4.2/—-4.1 —5.4/-5.0 —4.6/—5.3

Methylmethanoate —-3.0/—2.8 —3.3/-2.8

2-Propen-1-ol —5.9/-6.8 —6.0/—5.3 —5.0/—4.3

p-Cresol —7.8/—8.8 —7.3/-17.6

Butiric acid —6.9/-7.6 —6.5/—6.0 —5.3/—4.8

Acetaldehyde —-4.0/—-3.7

Propionic acid —5.8/=5.4

Benzaldehyde —6.4/—6.1

Butanone —4.0/—4.1

Methylethanoate —3.8/-3.8
C,H,N

Pirrolidine —-5.1/-5.5

Piperazine =7.7/-7.4 —7.1/-5.8

p-Methylaniline —6.0/—5.6

Methylpirazine —4.8/—5.6

Methyladenine —12.9/—13.6

Aminoaniline —10.9/-9.9

Aniline —7.2/—6.7

2-Methylpyridine —5.0/—6.1

4-Methylpyridine —5.2/-6.6

Ammonia —-3.1/-2.4 —-22/-1.1

Piperidine —53/-6.4

Trimethylamine —2.6/-3.1
C,H,N, O

Benzamide —11.8/—10.9

Urea —15.5/—13.8

Nitromethane —4.5/—4.0

Morpholine —5.5/-7.2 —5.6/—6.7

Methylthymine —9.8/—10.4

Nitropropane —4.7/—4.4
C,HS

Ethanethiol —-1.5/-13

Dimethylsulfide —1.4/—1.8

Diethylthioether —4.6/—4.1 —5.5/—-6.4

Thioanisol —7.5/-17.5 —=5.7/-5.7
C, H, Halogens

Fluorobenzene —-0.8/—0.8

Dichloromethane —-1.9/-1.4

o-Chlorotoluene —-0.8/—1.2

Dibromomethane —1.7/-0.7

Chlorofluoromethane —2.3/-0.8

Tetrafluorobenzene 1.7/1.5

2,2,2-Trifluoroethanol —5.0/—4.8

Cholorobenzene —5.3/-5.0

p-Dicholorobenzene —6.0/—5.7

p-Bromophenol —9.2/—10.6

Bromobenzene —6.7/—6.1
C,H, P

Triethylphosphate —=7.9/-17.8
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Figure 1. Representation of the experimental and theoretical solva-
tion-free energies determined for the validation set of compounds in
water, octanol, chloroform and carbon tetrachloride.

MST/PM3 AG,w values yields errors of 0.5 and 0.3 kcal/mol in
chloroform and carbon tetrachloride, which compare with the
values obtained for the optimized MST/RM1 model (see Table
2), but to uncertainties which are ~0.5 kcal/mol larger than
those obtained for the optimized MST/RM1 model for the most
polar solvents. Even though this is not a dramatic difference, it
represents a non-negligible worsening in the chemical accuracy,
confirming then the need to perform a specific parametrization
for the RM1 Hamiltonian.

Ionic Compounds

According to our previous ab initio studies, the solute cavity
should be modified by reducing the scaling factor x by around
10% (i.e., k = 1.12) for those atoms (the heavy atom and the
hydrogen atoms attached to it) that bear the formal charge.®*®'
Unfortunately, this strategy was found to be inadequate at the
semiempirical level. As an example, whereas the hydration-free
energy of CH;OHJ was predicted to be —92.8 kcal/mol, which
compares with the experimental value of —92.9 kcal/mol, the
calculated and experimental hydration-free energies of proto-
nated CH3NH, (—81.2 and —75.9 kcal/mol), O(CH3), (—71.4
and —79.9 kcal/mol), and CH3;COCH; (—66.6 and —76.9 kcal/
mol) differ by 5.3, 8.5, and 10.3 kcal/mol. Similarly, the hydra-
tion-free energies of CH30  and CH3S , which are predicted
to be —90.6 and —92.3 kcal/mol, differ from the experimental
values (—95.1 and —74.1 kcal/mol, respectively) by —4.5 and
18.2 kcal/mol, thus indicating a moderate underestimation for
CH30  but a much larger overestimation for CH3S .

These findings strongly argue against the use of a universal
reduction in the scaling factor that modulates the electrostatic
cavity associated with the atoms bearing the formal charge.
Rather, the magnitude of the scaling factor appears to be very
sensitive to the nature of the heavy atom and to the chemical
environment. This behavior is not completely unexpected, as
previous studies have pointed out that AM1 and PM3 predict
intrinsic proton affinities and basicities with a nonsystematic
scatter from the experimental values,®*~® it being suggested that
the predictive capability of those semiempirical methods might
be improved using a chemical environment-based scaling.®>

On the basis of the preceding considerations, we performed a
systematic exploration to determine the optimum scaling factor
for a series of monovalent cations and anions (see Methods).
Table 7 reports the calculated and experimental hydration-free ener-
gies obtained for a series of 47 cations, which can be grouped into

Table 5. Optimized Atomic Surface Tensions (¢) for the MST/RM1 Model in Water, Octanol, Chloroform,

and Carbon Tetrachloride.”

¢ Water Octanol Chloroform Carbon tetrachloride

C —0.169 (—0.217/—0.288) —0.248 (—0.280/—0.280) —0.161 (—0.239/—-0.242) —0.180 (—0.220/—0.220)
CH —0.133 (—0.124/—-0.125) —0.197 (—0.192/—0.193) —0.158 (—0.151/—0.154) —0.153 (—0.150/—0.151)
CH, —0.130 (—0.130/—0.127) —0.194 (—0.194/—-0.192) —0.148 (—0.150/—0.150) —0.143 (—0.144/-0.144)
CH; —0.120 (—0.114/—-0.120) —0.182 (—0.178/—0.178) —0.143 (—0.140/—0.143) —0.135 (—0.134/—0.135)
N —0.073 (—0.128/-0.101) —0.110 (—0.245/—0.204) —0.182 (—0.256/—0.206) —0.151 (—0.206/—0.190)
NH —0.130 (—0.115/—0.145) —0.227 (—0.325/—0.311) —0.179 (—0.194/-0.185) —0.174 (—0.174/—-0.175)
(0] —0.060 (—0.013/—0.031) —0.150 (—0.138/—0.105) —0.154 (—0.134/-0.116) —0.152 (—0.139/—-0.133)
OH —0.174 (—0.152/—0.159) —0.258 (—0.273/—0.265) —0.186 (—0.179/—0.173) —0.189 (—0.183/—0.182)
F —0.048 (—0.047/—0.049) —0.124 (—0.124/-0.118) —0.074 (—0.077/—0.076) —0.051 (—0.052/—0.048)
P —-0.074 - - -

PH —-0.074 - - -

S —0.104 (—0.079/—0.058) —0.191 (—0.205/—0.173) —0.169 (—0.180/—0.156) —0.120 (—0.119/—0.109)
SH —0.093 (—0.064/—0.053) —0.176 (—0.176/—0.157) —0.188 (—0.187/—0.172) -

Cl —0.094 (—0.118/—0.110) —0.163 (—0.167/—0.175) —0.129 (—0.128/—0.128) —0.126 (—0.125/—0.125)
Br —0.102 (—0.115/—0.108) —0.163 (—0.175/—0.173) —0.141 (—0.135/—0.135) —0.139 (—0.134/—-0.135)

*The atomic surface tensions optimized for MST/AM1 and MST/PM3 methods are given in parentheses (AM1/

PM3).
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Table 6. Statistical Parameters of the Comparison Between the
Electrostatic Component of the Solvation-Free Energy in Water,
Octanol, Chloroform, and Carbon Tetrachloride Derived from MST/
RM1, MST/AM1, and MST/PM3 Computations.
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Table 7. Calculated and Experimental Hydration-Free Energies (kcal/
mol) of Monovalent Cations Obtained by Adopting a Chemical
Environment Type-Dependent Scaling Factor to Define the Electrostatic

Boundary Between Solute and Solvent.

Parameter® msd rmsd c r F Calculated Experimental
All values Set C1 (x = 0.99)
RM1 vs. AM1 0.1 0.5 0.92 0.99 8736 Dimethylether =78 —80
RM1 vs. PM3 0.2 0.6 0.93 0.98 5062 Diethylether —64 =72
AMI vs. PM3 0.1 0.8 0.91 0.97 5319 Acetone =72 =77
Water Acetophenone -59 —65
RM1 vs. AM1 0.5 0.8 0.91 0.97 1215 Ethyletanoate —68 —69
RM1 vs. PM3 0.3 0.9 0.94 0.94 547 Acetamide —80 —-74
AMI vs. PM3 —-0.2 0.8 1.03 0.95 645 Formamide —88 —83
Octanol Trimethylamine —61 —61
RM1 vs. AM1 —0.1 0.3 1.06 0.97 919 Triethylamine —49 —55
RM1 vs. PM3 0.2 0.5 0.89 0.94 489 Acetonitrile =75 =75
AMI vs. PM3 0.3 0.5 0.84 0.97 830 N,N-diethylaniline =51 —54
Chloroform N,N-dimethylaniline —61 —-57
RM1 vs. AM1 0.0 0.2 1.02 0.98 1107 Pyridine —63 —61
RM1 vs. PM3 0.1 0.3 0.90 0.94 455 p-Methyl-N,N-dimethylaniline —59 —56
AMI vs. PM3 0.1 0.3 0.88 0.96 571 Quinoline -59 —56
Carbon tetrachloride Dimethyltioether —62 —65
RM1 vs. AM1 0.0 0.1 0.96 0.98 1240 Set C2 (x = 1.15)
RM1 vs. PM3 0.0 0.1 0.89 0.95 452 Methanol —91 —-93
AM1 vs. PM3 0.0 0.1 0.92 0.96 621 Ethanol —83 —88
Azacycloheptane —58 —63
*Mean-signed deviation (msd; kcal/mol); root-mean square deviation Azetidine —66 —68
(rmsd; kcal/mol); scaling coefficient (¢); Pearson’s correlation coefficient Aziridine —68 =71
(r); and F value. Dimethylamine —68 —69
Diethylamine -59 —64
Morpholine =75 =70
three categories (sets C1-C3), depending on the value of the opti- N-ethylaniline —62 —62
mized scaling factor. The data in Table 7 indicate that there is an N-methylaniline —66 —63
inverse relation between the magnitude of the scaling factor and Piperazine —63 —66
the number of hydrogen atoms attached to the protonable atom. Piperidine —66 —64
Thus, for ethers and thioethers, carbonyl and nitrile compounds, Pyrrol —68 —62
secondary aromatic and tertiary aliphatic amines or heterocycles Pyrrolidine —64 —66
such as pyridine (set C1), the optimum agreement between experi- Set C3 (_K = 1.24)
. .. . . 1-Aminonaphtalene —67 —68
mental and calculated hydration-free energies is obtained using a .

. . . . t-Butylamine —61 —67
scaling factor of 0.99. For alcohols, secondary.allphatlc a.mlnes or Methylamine 75 _76
compounds such as pyrrole (set C2), the scaling factor increases Propylamine —67 -7
to 1.15, and finally for primary aliphatic amines or aromatic Butylamine —74 —72
unsubtituted amines (set C3) it amounts to 1.24. With regard to Alylamine -75 -72
the anions (see Table 8), the optimized scaling factors also show a Cyclohexanamine —-61 —69
large dependence on the nature of the atom type, ranging from Isopropylamine —65 —70
1.09 for alcoxides and phenoxides to 1.24 for carboxylate anions, m-Aminoaniline 72 —66
and even to an enlargement of the cavity (x = 1.34) for methyl- m'Chloroani.ﬁ_ne =71 =75
sulfate and thiolate anions. As a simple rule-of-thumb, it can be m-Methylaniline -70 -70
stated that the magnitude of the scaling factor must be enlarged as O_Methylan.l 1.1 ne 68 -0

.. R . . p-Chloroaniline —-78 —74
Fhe positive charge induced upon protonation can be partltloned p-Methylaniline —63 ~70
into a larger number of hydrogen atoms, or as the negative charge p-Methoxyaniline —75 -7
is delocalized onto a larger number of atoms. p-Nitroaniline 88 ~76

The use of a chemical environment-based scaling treatment Aniline -71 -72
of the solute—solvent boundary of the ionizable group appears to msd -0.2
be promising to estimate the hydration-free energies of charged rmsd 4.3
species at the semiempirical level. The implementation of this c 1.00
computational strategy is, nevertheless, challenged by the intrin- ;: 111822

sic uncertainty associated with the experimental hydration-free
energies (around 3 kcal/mol®®), and by the limited availability of
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Table 8. Calculated and Experimental Hydration-Free Energies (kcal/
mol) of Monovalent Anions Obtained by Adopting a Chemical-
Environment Type-Dependent Scaling Factor to Define the Electrostatic

Boundary Between Solute and Solvent.

Calculated Experimental
Set Al (k = 1.09)
Methanol —94 —95
Ethanol —90 —91
1,2-Ethanediol 91 —85
2,2,2-Trifluoroethanol —64 —78
Methoxyethanol —-90 —89
Propanol -90 —88
2-Propanol —89 —86
2-Propen-1-ol —87 —86
t-Butanol —87 —82
Hexafluoropropan-2-ol —53 —65
2-Butanol —86 —84
Benzilalcohol —83 -85
Phenol —-72 —-72
m-Hydroxyphenol —-74 —-74
m-Methylphenol =73 =71
m-Nitrophenol —60 —62
o-Chlorophenol —68 —66
o-Methylphenol =70 =70
o-Nitrophenol —62 —60
p-Chlorophenol —65 —66
p-Hydroxyphenol =75 —78
p-Methylphenol =72 =72
p-Nitrophenol -59 —58
Diphenylamine —66 —54
Set A2 (k = 1.18)
Aniline =75 —63
p-Nitroaniline —58 —57
Acetamide —81 —80
Propanenitrile —68 —66
3-Pentanone —69 —-74
Acetaldehyde —-74 —76
Dimethylsulfoxide —66 —68
Acetone —74 —76
Nitromethane =70 -76
Formaldhyede —-74 -76
Acetonitrile =71 —72
Ethylethanoate =70 —66
Set A3 (k = 1.24)
Formic acid =77 —76
Acetic acid =175 —-78
Acrylic acid =75 —-74
Benzoic acid —175 -71
Chloroacetic acid —69 =70
Dichloroacetic acid —64 —62
Hexanoic acid —76 —74
Piruvic acid —69 —68
Propionic acid —-74 -76
Trifluoroacetic acid —55 -59
Set A4 (k = 1.34)
Methanesulfonic acid —66 -72
Ethanethiol =73 =72
Propanethiol —73 =70
Thiophenol —66 —63
Methanethiol —-73 —74

Journal of Computational Chemistry

(continued)

Table 8. (Continued)

Calculated Experimental
msd 0.0
rmsd 4.4
c 1.00
7 1.00
F 14296

reliable values for charged compounds comprising a variety of
prototypical functional groups. Under these circumstances, the
calibration of the chemical environment-based scaling factors
against hydration-free energy determined from high level ab initio
computations might be a valuable alternative.

Conclusions

The development of a new set of parameters within the frame-
work of the RM1 semiempirical Hamiltonian makes it necessary
to derive a new parametrized version of the MST method, since
transferability of AM1 or PM3 parameters can lead to non-negli-
gible errors for polar solvents. The parametrized model provides
accurate estimates of the solvation-free energy for a large series
of neutral compounds not included in the training set. The MST/
RM1 treatment of ionic compounds is, nevertheless, more deli-
cate, as there is a large dependence between the scaling factor
used to modulate the electrostatic boundary between solute and
solvent and the nature of the ionizable group. The use of a
chemical environment-adapted scaling factor provides a compu-
tationally feasible strategy to obtain accurate estimates of the
hydration-free energy for charged compounds. The availability
of semiempirical methods able to predict accurately the molecu-
lar energies in the gas phase and the solvation-free energies
from QM-SCRF MST computations should contribute to en-
hance their widespread usage in a broad range of areas, such as
the screening of large sets of bioorganic compounds in drug-
design studies.

Supporting Information

Components of the solvation-free energy in water, octanol, chlo-
roform, and carbon tetrachloride for the training and validation
sets of neutral compounds, and for monovalent ionic com-
pounds.
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Role of Heme Distortion on Oxygen Affinity in Heme Proteins: The Protoglobin Case
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The chemical properties of heme proteins largely reflect the electronic properties of their heme group. Often, the
porphyrin ring of the heme exhibits significant distortions from its isolated structure, but the impact of these distortions
on the chemical properties of the heme is yet uncertain. A systematic study focused on the effects of the distortion
of the macrocycle on the binding affinity for oxygen is presented. The results show that out-of-plane distortions
decrease the binding affinity, while in-plane distortions can increase or decrease it. Among in-plane distortions,
only the breathing mode, which involves the symmetric compression—expansion of the porphyrin ring, strongly
modulates the binding affinity. These findings shed light into the peculiar binding affinity of Methanosarcina
acetivorans protoglobin, a protein that contains a highly distorted heme. Overall, the results highlight that in-plane
distortions might be exploited by certain classes of heme proteins to modulate the ligand affinity.

Introduction

Heme proteins can play a wide variety of functional roles
including storage and transport of small ligands, redox processes,
or sensing of diatomic compounds. Valuable qualitative indications
about the role of heme proteins come from the binding properties
of small diatomic ligands, such as the kinetic rate constants of
ligand association (k) and dissociation (k) processes."> Typical
ko values range from 10° to 10 M~! s7!, while ko values can
vary by up to 7 orders of magnitude (from 1072 to 10* s71).34 O,
storage or transport proteins (such as myoglobin, Mb, or hemo-
globin, Hb) display moderate affinities (Ko, ~ 1 uM™") with large
association rates and moderate to high dissociation rate constants
(1—10 s71). In contrast, proteins acting as NO dioxygenases, such
as Ascaris Hb (AscHb)Y’ or M. tuberculosis truncated Hb N
(MfTrHbN), display high O, affinities due to low or very low
dissociation rate constants (0.001—0.1 s~").% Clearly, understanding
the factors that modulate ligand affinity is crucial for a compre-
hensive knowledge of the physiological role of heme proteins and
has been a constant effort of many different research groups over
the past few decades.’

Association processes mainly depend on the accessibility of
ligands to the heme distal site, which can involve either a gated
mechanism, as in Mb,® or even migration through cavities/
tunnels, as in truncated Hbs.®!° Dissociation rate constants are
determined by various factors such as the interaction between
the ligand and the heme (i.e., the strength of the Fe-ligand bond),
the interactions between the ligand and the surrounding protein
matrix (i.e, hydrogen-bond (HB) or other forms of noncovalent
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interactions with distal residues that can either be stabilizing or
destabilizing) and the probability of escape from the ligand
pocket. For instance, the very low O, dissociation from
oxygenated MfTrHbN can be attributed to multiple HB interac-
tions with TyrB10 and GInE11 residues.>!! In other cases, like
leghemoglobin, the strength of the Fe—O bond can be further
modulated by proximal interactions.!? Ligand escape has also
been found to be a key issue in determining kinetic constants,
specifically ko'

Collman'# and Ibers' studied synthetic models of porphyrins
to shed light into the steric effect of the environment on the
binding of CO and O, in heme proteins, principally by strains
over the ligand. However, a much less studied factor in
controlling the intrinsic heme reactivity concerns the distortions
of the porphyrin ring due to the protein environment. The reason
for such a lack of investigation on porphyrin distortion and heme
reactivity may be related to the limited experimental resolution
achieved in many crystallographic investigations that did not
allow mapping with the required precision the contained
deviations from planarity of the porphyrin system. A systematic
classification of heme distortions, referred to as normal-
coordinate structural decomposition (NSD), has been proposed
by Jentzen et al.,'® who identified the most relevant out-of-plane
(saddling, ruffling, doming, X-waving, Y-waving, and propel-
lering) and in-plane (meso-stretching, N-pyrrole stretching,
pyrrole traslation (X,Y), breathing, and pyrrole rotation) normal
modes that relate the structure of a distorted heme compared to
a reference Dy, structure (see Figure 1).'7-'8 Noteworthy, it has
been shown that different heme protein families retain similar
heme distortions.'®

A highly distorted heme has recently been found in Metha-
nosarcina acetivorans protoglobin (Pgb),!® which is a single
domain archeal heme protein related to the globin domain of

10.1021/jp102135p  © 2010 American Chemical Society
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Figure 1. Heme distortions. Left: out-of-plane distortions (red) are doming (dom), ruffling (ruf), saddling (sad), waving (wax, way) and propellering
(pro). Right: positive (red) and negative (blue) in-plane distortions involving meso-stretching (msf), N-pyrrole stretching (nst), pyrrole traslation
(trx, try), breathing (bre), and pyrrole rotation (rof). The reference Dy, structure is shown in black.

globin-coupled sensor proteins.?’"2? Pgb can bind O, reversibly
in vitro, but the very low O, dissociation rate (0.092—0.0094
s™") is completely unexpected as there is no distal HB stabiliza-
tion of the heme-bound O,." In addition, inspection both of
X-ray structure and of the molecular dynamics trajectory show
an accessible heme moiety, suggesting that no ligand escape
effect is present. This structural feature raises challenging
questions about the precise function of Pgb, and particularly
on the effect of the unusual heme distortion on Pgb reactivity.?!-??

Heme distortions have been suggested to modulate heme
reactivity in proteins. Thus, the effect of the out-of-plane
distortions on properties such as the UV—vis spectrum, redox
potential, and ligand affinity has been examined in recent
studies.”* 3" Moreover, the significant ruffling observed in
nitrophorins has been related to the relative stability of the
ferrous/ferric states.?* Finally, heme distortions in nitric oxide
synthase have been related to a subtle tuning of its electronic
structure.®! Nevertheless, to the best of our knowledge, there is
no systematic study of the effect of heme distortions on ligand
binding affinity. To fill this gap, we examine here the relation-
ship between heme distortion and O, affinity. On the basis of
the results of this analysis, we suggest an explanation for the
strong structural distortion of the heme in Pgb and its unusual
O, affinity.

Computational Methods

Quantum Mechanical Calculations. In the NSD framework
the distortion of a porphyrin ring (Dg,s; €q 1) is quantified from
the displacements observed for C and N atoms in the structure
of the macrocycle (S,s) relative to a reference Dy, ring (Seef;
see eq 1). In turn, D,y can be written as a linear combination
of the normal mode displacements (ﬁ,-; eq 2).

D = Sobs - Sref (1)

obs
Dobs = Z diDi (2)

where d; is the coefficient associated with the normal mode
displacement vector ﬁi.

The most relevant (six out-of-plane and six in-plane; see
Figure 1) normal modes were derived from the normal-mode
analysis carried out for the geometry of a Fe(I)—porphyrin
(tetracoordinated, 4c) optimized at the B3LYP/6-31G** level >3

To explore the effect of the heme distortion on the O, binding,
ad hoc distorted 4c¢ structures (six for each mode) were built
up by projecting each relevant normal mode on the porphyrin
structure in both positive and negative directions until a
maximum value of positional root-mean square (determined only
for C and N atoms relative to the reference structure) of
approximately 0.5 or 1.2 A (for in-plane and out-of-plane
distortions, respectively) which are typical values observed in
the crystals. An imidazole was coordinated to the iron to
simulate the environment at the active site of the proteins. The
coordinated imidazole defines the proximal site in the model,
leaving vacant the other side (distal) for diatomic ligand binding.
Pentacoordinated (5c, distorted porphyrin and imidazole) and
hexacoordinated (6¢, distorted porphyrin, imidazole, and oxy-
gen) structures were calculated as noncharged quintuplets and
singlets, respectively, according to the experimental spin
states.® 37 The O, molecule was calculated as a triplet. Each
distorted structure (X) was partially optimized, constraining all
the C atom positions, but allowing geometrical relaxation of
Fe, H, and N atoms of the porphyrin, the Fe-bound O, and the
coordinated imidazole using the modredundant key in Gauss-
ian’03 package. Despite each mode comprises all the C and N
atoms, almost a negligible contamination was observed due to
the relaxation of the N. This protocol allowed us to obtain
optimized structures with an heme C-backbone distorted. 5S¢ and
6¢c structures were partially optimized independently for each
structure. Finally, the binding affinity was estimated from the
difference between the energy of bonded and nonbonded states
(eq 3).

X _ X X
AEbinding - EporO2 - Epor - E02 (3)

where EX,0,, Exy, and Eo, denote the energy of the Fe-bound
O,, the separate porphyrin, and O,, respectively, for a certain
distorted structure X.

From a practical viewpoint, it is convenient to compare
AE{;‘mdmg with the binding energy of the reference Dy, structure
(AE‘Be&ding), which in turn allows us to express the change in
binding energy due to heme distortion (A(AE)) in terms of the
energy cost due to distortion in both oxy (AE¥,o,) and deoxy
(AE},,) states of the heme (eqs 4 and 5).

A(AE) = AEgmding - AE;Beifnding @
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_ X ref X f _ X
A(AE) - EPor02 - El)eorO2 - EPor + Esor - AEPorO2 -
AEp, (5)

Hybrid Quantum-Classical (QM-MM) Calculations. The
initial structure for QM-MM calculations was built up starting
from the crystal structure of monomeric Pgb (PDB code 2veb).!
Molecular dynamics simulations using the AMBER force field
showed that the standard parameters included for heme were
not accurate enough to describe properly heme distortions. To
maintain the observed distortion in the heme, we decided to
alter the standard protocol used in QM-MM calculation. A
minimization of the crystal structure was performed by freezing
all the C’s atom in heme, relaxing the system without
compromising the distorted structure of the heme. Then, hybrid
QM-MM geometry optimizations were performed using a
conjugate gradient algorithm at the DFT level with the SIESTA
code’®® using our own QM-MM implementation,® fixing all the
C atoms in the heme. The SIESTA code showed an excellent
performance for medium and large systems and also proved to
be appropriate for biomolecules, and specifically for heme
models.'>*~* Only residues located less than 10 A apart from
the heme reactive center were allowed to move freely in QM-
MM runs. Calculations were performed using the generalized
gradient approximation functional proposed by Perdew, Burke,
and Ernzerhof*#¢ For all atoms, basis sets of double plus
polarization quality were employed as previous works showed
that both QM-MM optimized structures and binding energies
are properly described at this level of theory. The QM subsystem
included the Fe—porphyrin ring (excluding side chains) and the
relevant ligands (imidazole and O,), while the rest of the protein
and water molecules were treated classically. The scaled position
link atom method*’*® adapted to our SIESTA code was used
for the interface between QM and MM regions. Further technical
details about the QM-MM implementation can be found
elsewhere.* Finally, O, binding energies (AEyinding) Wwere
calculated as

AEB E E - Eo2 (6)

inding = protO, ~ Eoprot

where Eo0, Epo and Eo, are the energy of the O,-bound
protein, the free protein, and isolated O,.

Results

Normal Decomposition of the Penta- and Hexacoordinated
Structures in the Porphyrin Ring. The NSD analysis of the
fully optimized structures (nonconstrained structures) of the
penta- and hexacoordinated porphyrin ring is shown in Table
1. In the pentacoordinated case (which leaves the sixth
Fe coordination site immediately available for ligand binding),
the principal distortions are the out-of plane negative dom, which

TABLE 1: Normal Structure Decomposition Analysis (OOP
= Out-of-Plane; IP = In-Plane) of the Full-Optimized
Structures of Penta- and Hexacoordinated Porphyrin Ring
(in A)

OOP penta hexa 1P penta hexa

sad —0.030 —0.010 mst 0.000 0.036
ruf 0.000 0.234 nst 0.041 0.000
dom —0.231 —0.043 trx 0.001 0.001
wax 0.000 —0.004 try 0.000 —0.001
way 0.001 —0.008 bre —0.227 —0.051

pro 0.000 —0.000 rot 0.000 0.000

Bikiel et al.

AE (kcal/mol)
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Figure 2. Top: energy cost profiles (kcal/mol) for the distortion of
the heme following the ruf mode in oxy (blue) and deoxy (red) states.
The reference value is the respective nondistorted structure (see eqs 4
and 5). Bottom: difference between the two distortion energy profiles.
In the X-axis, the distortion value is in rms (A).

TABLE 2: A(AE) (kcal/mol) Values for Selected Distortions
(in A) along Out-of-Plane Modes

rmsd (A)
-12 —-06 —-03 00 0.3 0.6 1.2
sad 1.9 0.5 0.1 0.0 0.1 05 24
ruf 2.9 0.8 0.4 0.0 —0.1 0.1 0.6
dom 7.0 2.6 1.0 00 -03 00 2.1
wax/way 3.6 0.7 0.2 0.0 0.3 1.2 35
pro 22 0.5 0.1 0.0 0.1 05 22

indicates that the imidazole is pulling the Fe (out-of-plane),
causing a doming toward the imidazole, and the in-plane
negative bre, which indicates an expanded ring compared to
the reference structure. In contrast, for the hexacoordinated
structure the distortion is dominated by the ruf mode, while the
in-plane negative bre distortion almost vanishes.

Effect of Out-of-Plane (OOP) Distortions on the Oxygen
Affinity. The energy cost for the ruf distortion (see eqs 4 and
5) of the heme in both oxy and deoxy states (Figure 2) reflects
an almost harmonic behavior. After the zero of both energy
profiles is set at their minimum value (i.e., minimum energy
structure), subtraction of both curves allows us to estimate the
effect of ruffling on the O, binding affinity compared to that
on the ideal planar ring (A(AE); see Figure 2). A positive ruf
distortion leads to a slight destabilization of the binding energy
(about 0.5 kcal/mol for a ruffling displacement of 1.2 A), while
negative distortions give rise to a larger destabilization (about
3 kcal/mol for a ruffling displacement of —1.2 A).

Table 2 summarizes the corresponding A(AE) values for the
relevant out-of-plane distortions (the corresponding energy plots
are reported in Supporting Information; see Figures S1—S4).
In general, all the out-of-plane distortions tend to decrease the
binding affinity. Only very minor positive doming and ruffling
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Figure 3. Top: energy cost profiles (kcal/mol) for the distortion of
the heme following the bre mode in oxy (blue) and deoxy (red) states.
The reference value is the respective nondistorted structure (see eqs 4
and 5). Bottom: difference between the two distortion energy profiles.
In the X-axis, the distortion value is in rms (A).

distortions lead to a very small increase in the binding affinity
(by —0.3 kcal/mol at a rmsd of 0.3 A), this effect being likely
due to differences in the heme equilibrium geometry in the oxy/
deoxy states. Moreover, a negative modulation of O, binding
affinity by out-of-plane distortions is difficult to envisage, since
a reduction in binding energy larger than 4 kcal/mol demands
an extreme deformation of the porphyrin plane, especially for
doming. On the other hand, the asymmetry observed for some
of the modes can be mainly ascribed to two features: the position
of the energy minimum in both penta- and hexacoordinated
structures, and the curvatures of the energy profiles around the
minimum energy structure. If both minima are located at nearly
the same distortion value, then an almost symmetric behavior
is observed.

In summary, out-of-plane distortions tend to decrease the
oxygen binding energy, though the magnitude of these effects
is generally small for structural distortions around the minimum
energy structure, suggesting a minor contribution to modulation
of the oxygen affinity in heme proteins.

Effect of the In-Plane (IP) Distortions on the Oxygen
Affinity. Figure 3 shows the distortion energy determined for
the bre mode in oxy and deoxy states. As noted above, the
energy profiles exhibit an harmonic behavior. The differences
in both curvatures and, principally, in the location of the
minimum energy structure give rise to an interesting trend in
the A(AE) curve. First, as expected, the breathing distortion is
much stiffer than out-of-plane modes, as noted in the fact that
an rmsd of 0.5 A yields A(AE) values close to 12 kcal/mol.
Second, negative displacements (i.e., an expansion of the
porphyrin ring) are associated with a destabilization of the O,
binding energy, whereas the opposite trend is found for positive
displacements (i.e., a compression of the porphyrin ring).

The overall impact of the different in-plane distortions on
the binding affinity can be gained from inspection of Table 3

J. Phys. Chem. B, Vol. 114, No. 25, 2010 8539

TABLE 3: A(AE) (kcal/mol) for Selected Positive and
Negative Distortions (in A) along In-Plane (IP) Modes

rms
—-05 —-025 —0.125 00 0.125 025 0.5
mst 2.1 0.8 0.2 00 —-03 —02 0.1
nst 2.0 1.1 0.3 0.0 0.3 1.1 2.0
trx/try 0.3 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.2
bre 11.3 5.6 3.1 00 —-36 —-67 —113
rot 2.0 0.6 0.2 0.0 0.0 0.2 1.3

(energy profiles available in the Supporting Information; see
Figures S5—S8). Negative meso-stretching (msf) distortion
reduces the binding energy, but positive displacements along
this normal mode have very little impact on the O, affinity. In
contrast, both negative and positive distortions along the
N-pyrrole stretching (nsf) decrease the O, binding energy.
However, the most striking finding concerns breathing (bre),
as this mode leads to an unexpected increase in the binding
affinity of the heme group for O,.

Overall, both out-of-plane and in-plane distortions tend to
reduce the O, affinity of the porphyrin ring, even though subtle
differential trends regarding the magnitude and the symmetrical
behavior of such a destabilization for positive or negative
displacements are found for the different normal modes. The
distortion energy determined for the deoxy heme model is
generally softer than that obtained for the oxy one. Accordingly,
if the minima of both energy profiles are similar, an increase in
the distortion is then associated with a stabilization of the
pentacoordinated heme model relative to the hexacoordinated
one, leading to a net reduction in the O, affinity of the distorted
heme compared to that of the reference structure. The only
exception to this general behavior involves breathing, as the
substantial difference found between the minimum energy
structures of penta- and hexacoordinated states makes that
positive bre displacements increase the O, affinity.

Comparison of the Effect on CO Affinity. Similar calcula-
tions were carried out using CO as ligand. In Figure 4, selected
modes (bre and ruf) for O, and CO are plotted together. As
can be seen, the trends are similar for both ligands. Moreover,
the fact that both ligands respond in the same way to bre, suggest
that the effect is not an artifact. Further analysis should be done
to understand the discrimination between CO and O,. In view
of these results, a reasssesment of the experimental information
should be done.

Electronic Effects of Breathing Mode. The influence of the
expansion—compression due to the breathing distortion on the
Fe—0O, bond can be gained from Table 4. For the nondistorted
model the net charge (derived from NBO analysis) on the bound
oxygen is —0.343e¢. This value is little affected upon expansion
of the porphyrin ring (negative bre distortion). Nevertheless,
while in the nondistorted heme there is an asymmetry in the
charge distribution between the two oxygen atoms (Ol,
—0.156¢; 02, —0.187¢), the atomic charge is largely similar in
the expanded structure (O1, —0.169¢; O2, —0.173¢). In contrast,
porphyrin compression (positive bre distortion) results in
increased net charge on the oxygen molecule and also in an
enhanced asymmetry in the charge distribution between the two
oxygens (O1: —0.161e; O2: —0.196¢). With regard to the iron
atom, expansion of the porphyrin ring increases the positive
charge by 0.045¢, whereas compression reduces the positive
charge by 0.054e. Finally, the net charge of the imidazole ring
remains nearly unaffected by the breathing distortion (see Table
4).

The net effect reflects an electronic density transfer from the
porphyrin to the Fe-bound O,. Thus, the overall change in the
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Figure 4. A(AE) (kcal/mol) versus distortion (A) for CO (blue) and O, (red). Comparison of the bre (left panel) and ruf (right panel) modes.

TABLE 4: Comparative Analysis of the NBO Charge (in
Units of e) and Bond Lengths (in A) in the Expanded and
Compressed Porphyrins®

bre (&) d(0—0) d(Fe—0) qoi/qo2 (qo,) qre  qimidazole
—-0.5 1.268 1.737 —0.169/—-0.173 (—0.342) 1.505 0.128
0.0 1.271 1.741 —0.156/—0.187 (—0.343) 1.460 0.125
0.5 1.274 1.745 —0.161/—0.196 (—0.357) 1.406  0.122

“go1 1is the charge on the oxygen closer to iron, go, is the charge
on the remaining oxygen. In parentheses is the net charge on O,.

Fe—O, charge upon expansion (+0.046¢) or compression
(—0.068¢) of the porphyrin ring nearly matches the change in
the charge of the porphyrin N atoms (—0.041e and +0.064¢
for expansion and compression, respectively). These changes
are associated with shortening of the Fe—O1 and Fe—Nj,, bonds
upon expansion of the ring, and with enlargement of those bonds
upon porphyrin compression (see Table 4; see also the Sup-
porting Information, Figure S9). As the compression proceeds,
the density is “pushed” from the equatorial orbitals to the axial
ones, which are then capable of interacting with both O, and
imidazole at longer distances. Moreover, compression is ac-
companied by an enlargement of the O—O distance, which
results from an increased population of a partially occupied
antibonding orbital (see Figure S10 in the Supporting Informa-
tion). It could be inconsistent that higher oxygen binding
energies are not correlated with the Fe—O bond distance.
However, as the binding energy arises from the comparison of
two independent structures (5¢ and 6c¢) both subject to the
distortion constraint, while the Fe—O distance is only observed
on the 6c¢ species, if the distortion effect is more pronounced in
the 5c state, a change in the binding energy may not necessarily
be correlated with Fe—O distance. Parts a and b of Figure 5a,b
show selected NBO frontier orbitals located on Fe. These
orbitals show clearly the effect of the bre mode. In (a) it can be
observed that the orbitals from the pyrrolic nitrogens in the
expanded structure (left) interact with the d2 of the iron.
However, upon compression, this interaction is reduced, as can
be observed on the enlargement of the axial component of the
iron orbital. The result is that, upon compression, there exists
more density on the axial component. In (b) the interaction
between the pyrrolic nitrogens and the iron orbitals that
participate on the Fe—O, bonding orbitals can be observed (see
Figure S12, Supporting Information). As the compression
proceeds, the orbitals become more compact. This increase in
density can be transferred to the antibonding orbital of the O,
via the iron d orbitals with proper symmetry.

Decomposition of the Pgh Oxygen Affinity. The preceding
findings made us speculate that heme proteins might exploit
the breathing mode to regulate the binding of ligands, since a
positive/negative bre distortion would increase/decrease the
heme—ligand affinity. In fact, the large distortion of the heme

Expansion Compression

e 0

Expansion
-

Compression

é
Figure 5. Side and upper views of selected NBO frontier orbitals.

found in the 1.3 A X-ray crystal structure of Pgb could explain
the unusual low O, dissociation rate. At this point, it is worth
noting that such a low rate cannot be justified a priori by
additional interactions with the heme-bound O, due to the
absence of distal residues able to form a hydrogen-bond with
the ligand. In fact, the only distal residue that might stabilize
the heme-bound O, is TyrB10, which has been found to provide
hydrogen bonding to the heme ligand in several globins'!1%30-32
(see Figure 6). Nevertheless, the X-ray structure of Pgb reveals
that TyrB10 not only forms a hydrogen-bond interaction with
the backbone of LeuE4 but is also too distant from the ligand
to establish a stable hydrogen-bond interaction. This trend was
confirmed from the analysis of the trajectory collected in a 500
ns molecular dynamics simulation of oxygenated Pgb. Even after
reorienting TyrB10 in the starting simulation structure to favor
a hydrogen-bond to the heme ligand, no significant hydrogen-
bonded structure was observed (see Figure S11 in the Supporting
Information).

Previous works have shown that QM/MM estimates of the
O, binding energies are valuable to explain the O, dissociation
rate constant in heme proteins, allowing us to detect distal,
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Figure 6. Active site and distal hydrogen-bond donors of Ascaris hemoglobin (A), Mycobacterium tuberculosis truncated hemoglobin N (B), and

Protoglobin (C).

TABLE 5: Comparison between Experimental k¢ and
QM/MM A(AE) (kcal/mol) Relative to the Isolated Heme

no. of

TABLE 7: Heme Structural Parameters for Myoglobin
(1A6M), Fe(IT) Porphyrin Reference, and Protoglobin
(2VEB)*

protein A(AE) distal HB kotr (s71) ref Mb (1A6M) Fe(II) Por 4c (reference)  Pgb (2VEB)
Pgb —7.6 0 94 x 1071092 x 1072 6 d Creso  6.80£0.01 6.84 6.65 = 0.04
Mb =5.0 1 12 58 Npymot 4.01 £0.01 3.98 3.963 £ 0.008
Mb HE7 V —0.7 0 1600 59 dCg 8.54 +0.03 8.53 8.44 £+ 0.04
trHbN —15.2 2 0.2 58 dFe—N 2.01 £0.01 1.99 1.99 +£0.01
trHbN YBI0A —7.8 1 45 60 . . e
AscHb —123 2 04 % 1072 5 “The values are averaged (and standard deviations) in A. See

TABLE 6: NSD Analysis of the Heme in the Oxygenated
Forms of Myoglobin (Mb, PDB code 1A6M) and Protoglobin
(Pgb, PDB code 2VEB) (Distortions in A)

OOP Mb Pgb IP Mb Pgb

sad —0.185 —0.390 mst —0.017 —0.042
ruf —0.017 +1.419 nst —0.021 +0.006
dom +0.206 —0.013 trx =+0.000 +0.055
wax —0.026 —0.132 try —0.014 +0.087
way +0.186 +0.235 bre —0.023 +0.202
pro —0.071 +0.019 rot +0.012 +0.013

proximal, and also dynamical effects.'>33757 Table 5 provides

the A(AE) values relative to the isolated heme obtained for O,
binding to wild type (wt) forms of Mb, AscHb, MtTrHbN, and
Pgb. As expected, AscHb and MtTrHbN possess the largest
increase in binding affinity (12.3 and 15.2 kcal/mol, respectively)
followed by Pgb (7.6 kcal/mol) and Mb (5.0 kcal/mol), which
can be explained by the presence of two (MtTrHbN, AscHb;
see Figure 6) and one (Mb) hydrogen-bond between heme-bound
O, and distal residues in the heme cavity (TyrB10 and GInE7
in AscHb, TyrB10 and GInE11 in MtTrHbN, and HE7 in Mb).
The critical role of these hydrogen bonds on the O, affinity is
demonstrated by the results obtained for the mutants HisE7—Val
in Mb and TyrB10—Ala in MtTrHbN, which reveal a drastic
decrease in A(AE) (see Table 5). In this context, the O, affinity
predicted for Pgb is surprisingly large, keeping in mind the
absence of stabilizing hydrogen-bonds with distal residues. In
turn, it can be speculated that the origin of the intrinsic O,
affinity found for Pgb could be related to the large distortion of
the heme.

The NSD analysis of the porphyrin ring in Pgb reveals that
the main out-of-plane contribution to the heme distortion is
ruffling, which gives rise to a displacement of 1.42 A, whereas
the ruf distortion in the heme of Mb only amounts to 0.02 A
(Table 6). Regarding the in-plane distortions, the main difference
between the heme moieties in Mb and Pgb affect the breathing
mode, which leads to a displacement around 10-fold larger in
Pgb compared to that in Mb. The presence of such a high
positive bre distortion, and hence a high heme compression,

Figure 5 for the definitions.

d prrrol

Figure 7. Definition of the structural parameters used in Table 7 to
evaluate the porphyrin expansion—compression.

was never noticed before. Accordingly, both ruffling and
breathing should be the main normal modes that might affect
the binding properties of the heme in Pgb.

A classic view of the compression in the Pgb heme ring can
be observed by measuring some structural parameters.S! In Table
7 we present the comparison of the structural parameters
exemplified in Figure 7 for the myoglobin (1A6M), the
protoglobin (2VEB) and the planar porphyrin 4c reference used
in the NSD analysis.

The most direct measure of the ring core is the distance
between faced nitrogens (d Npymo)) and the Fe—N distance. While
the porphyrin reference presents a value of 3.98 A, Pgb presents
a decreased value of 3.96 A 0.02 A from the reference) and
the Mb an increased value of 4.01 A. These values are in
agreement with the bre distortion observed by NSD. The
variation in Fe—N distance is small. For Pgb almost no
modification from the reference is observed, while for Mb only
a small increase is found. The distances between Csz shows a
clear compression for Pgb (0.1 A from the reference), while a
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TABLE 8: Effect of the Out-of-Plane (OOP) and In-Plane
(IP) Distortions Detected in Pgb on the O, Binding Affinity
for a Heme Model System at Different Levels of Density
Functional Theory (Energy in kcal/mol)

Pgb heme B3LYP PBE  OLYP TZVgSL(EENO) PBE
_ EE _ ok _ S
model  6:31G% 6:31G** 631G+ (I D) (SIESTA)
OOP+IP  —32 —2.1  —43 —43 —2.1
OnlyIP  —47 —40 —-55 —49 —41
Only OOP 15 19 LI 0.6 2.0

negligible expansion to Mb. Finally, measuring the faced meso
carbons, it can be observed that Pgb presents a high compression
(0.2 A from the reference) and Mb a minor compression. Pgb
presents the three parameters in accord to a compression due
to the bre mode, while Mb almost present the values of the
reference, in agreement with the NSD.

To further explore the contribution of ruffling and breathing
to the O, affinity, we have examined the effect of the separate
distortions seen for Pgb on the binding energy in the heme model
system (see Table 8). The out-of-plane distortion reduces the
binding affinity, leading to a destabilization of 1.5 kcal/mol. In
contrast, breathing leads to a sizable stabilization of the ligand
binding energy, which clearly surpasses the destabilization due
to ruffling. These changes, which agree with the trends noted
above for the impact of ruffling and breathing on the binding
affinity (see Figures 2 and 3 and Tables 2 and 3), indicate a net
stabilization of the heme-bound O, compared to the ideal planar
reference heme model. Notably, these trends are fully confirmed
by the values determined at the PBE/6-31G**,%46 OLYP/
6-31G*#346263 and B3LYP/TZVPP/QZVPP levels®>™3* (see
Table 8).

Functional Implications. Several studies have related the
presence and number of hydrogen-bond interactions in the distal
cavity with the O, binding energy and the corresponding
dissociation rate.> Less information is available as to how much
the oxygen affinity can be regulated by subtle changes in the
intrinsic reactivity of the heme. The most representative
examples of modulation of the dissociation rate by heme
reactivity are leghemoglobin (LHb) and proximal site mutants
of Mb, which affect the iron reactivity by modulating the charge
density on the proximal histidine.* Previous QM/MM calcula-
tions from our group were able to reproduce the trend for wt
and mutant Mb and LHb'? showing that a A(AE) of —1.6 kcal/
mol results in a 3-fold increase in LHb kg, while a A(AE) of
1.4 kcal/mol yielded a 3-fold decrease in Mb dissociation rate.

Using these data as a reference, an increase of 3—5-fold of
the dissociation rate can be predicted for the out-of-plane
distortions generally observed in heme proteins. For the in-plane
distortions, negative breathing will also result in an increase in
kot values. The only possibility of significantly decreasing kot
is the in-plane positive breathing, which may lead to a more
than 5—10-fold decrease. Overall, the magnitude of A(AE) due
to moderate distortions is similar to those described previously
for the proximal effects, and much smaller than those observed
due to the presence of multiple hydrogen-bonds.?

As mentioned in the Introduction, Pgb is unusual due to both
the relevant distortion of the heme and the low oxygen
dissociation rate, which cannot be attributed to stabilizing
hydrogen-bond interactions in the distal site. Our results point
out that the observed in-plane distortion of the heme contributes
to an increase in the oxygen binding affinity, which would thus
agree with the available experimental data. This finding,
nevertheless, raises the challenging question on how the protein
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moiety can induce structural distortions in the heme. Out-of-
plane distortions can be promoted by the presence of bulky
residues (usually leucines or phenylalanines) perpendicularly
oriented to the heme plane, which may thus selectively push
the pyrrole rings out of the porphyrin plane, as suggested by
site-directed mutagenesis studies in the case of nitrophorins.>*
Regarding the in-plane modes, it is difficult to envisage an
effective way to expand the porphyrin ring through protein
interactions, as required in negative breathing. However, positive
breathing can be induced by forcing the porphyrin ring to fit a
tighter cavity. In this scenario, evolutionary events could subtly
regulate oxygen affinity by shaping the heme cavity to favor
out-of-plane distortions to decrease ligand affinity, or to
compress the porphyrin ring to promote the reverse effect.

Conclusions

Our results show that heme distortions are generally expected
to decrease oxygen affinity. A notable exception corresponds
to positive in-plane distortions for the breathing mode, which
would increase oxygen affinity. Moreover, the magnitude of the
stabilization due to heme distortion can be compared to the distal
and proximal effects is reported for selected heme proteins. This
innovative observation suggests that the deformations of the
heme moiety can be understood as an inherent modulation
mechanism for ligand affinity in globins. The application to Pgb
of this analysis indicates the in-plane distortion of the heme,
and particularly its positive breathing mode, as a key role player
in determining the high oxygen affinity observed for this protein.
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Abstract

Protoglobinis the first globin found in Archaea. Its biological role is still unknown,
though this protein can bind,OCO and NO reversibly in vitro. A number of peculiar
structural features have been identified in the X-ray structure of Methanosarcina
acetivorangrotoglobin MaPgb). In particular, i) the heme is completely buried within
the protein matrix, and ii) access of ligands to the heme distal site is granted by two
orthogonal apolar tunnels, which are mainly delineated by helices G and B (tunnel 1),
and helices B and E (tunnel 2). While tunnel 2 is found to be accessible to diatomic
ligands in both deoxygenated and oxygenated forms of the protein, the accessibility of
tunnel 1 is affected by the synergistic effect due to both the quaternary structure and the
presence of the heme-bound ligand. Thus, dimerization affects the spatial arrangement
of helix G (and H), which influences the shape of tunnel 1. The accessibility of ligands
through this tunnel is regulated by Phe(X38)egulates, which can adopt two different
(open/closed) conformations. Noteworthy, the ratio between open and closed states is
modulated by protein dimerization and more strinkingly by ligand binding. In particular,
sensing of the ligand is mediated not only by Phe(145)G8, but especially Phe(93)E11.
The steric hindrance between Phe(93)E11 and the heme-bound ligand alters the
structural and dynamical behavior of helices B and E, and the net effect is to facilitate
the opening of tunnel 1. This functional mechanism suggestsMaBgb might be

involved in a ligand-controlled bimolecular chemical process.



Introduction

Globins are a family of heme-containing proteins found in all kingdoms of life. They
have evolved to play a variety of biological roles, such adr&hsport and storage,
nitric oxide detoxification or sensing of diatomic ga5&Some of them are present as
monomers under physiological conditions, but in other cases the biologically relevant
form involves multimeric species, as illustrated by the prototypical cases of mammalian
myoglobin (Mb)and hemoglobin (Hb), respectivél§.From a structural point of view,
globins generally adopt a common fold characterized by a 3-over-3 helical sandwich,
which contains the hydrophobic pocket that accommodates the heme group. Ehe hem
iron is coordinated to a conserved proximal Hi$ABaving the sixth coordination
position in the distal side usually free for binding of the exogenous ligand.

The diversity of the globin superfamily has been disclosed by the progresses made in
the last two decades, which have worked out novel hemoglobins with distinct structural
and functional features. This can be exemplified by the subgroup of 2/2Hbs, which are
typically smaller (around 20-30 residues shorter) than Mb and exhibit a characteristic 2-
over-2 sandwich fol8® 2/2Hbs have been proposed to act as small gas molecule
sensors, oxygen carriers and pseudoenzimes. Another globin subgroup includes
protoglobin (Pgb) and globin-coupled sensor (GCS) proteins, whose globin domain
(~190 amino acids) is bigger than MbB3 Protoglobins are the first single-domain
GCS-related globins found in Archaea. They can bind@D and NO reversibly in
vitro, but their function is still unknowh:*

The X-ray structure of Methanosarcina acetivorpritoglobin MaPgb) has been
recently reported? Contrary to most of the known globins, it contains 9 helices, as a
pre-A helix (named Z) can be clearly distinguished. A peculiar structural feature is the
large distortion of the heme moiety, which is completely buried in the protein matrix
due to the occlusion of the propionate groups by the extended CE and FG loops and a
20-residue long N-terminal loop. Remarkably, access of diatomic ligands to the heme is,
however, granted by an apolar V-shaped tunnel (see Figure 1), which is topologically
different from the tunnels found in other globins as it consists of two branches mainly
delineated by helices B/G (tunnel 1) and B/E (tunnel 2). As many other GCS proteins,
MaPgb behaves as a dimer in solution and displays a 2,86&&dbciation interface
contributed mostly by residues belonging to the G- and H-helices (that build an
intermolecular four-helix bundle), partly to the Z-helix, and to the BC and FG Hifiges.



Figure 1

These unique structural properties, together with an unusually lodisSociation
rate (0.092-0.00943, makeMaPgb a relevant protein for studies aimed at gaining
insight into structure-function relationships. To this end, the study of ligand association
and dissociation is fundamental to explore the migration properties through the protein
matrix. The association rate is mainly determined by the ligand migration, since
chemical bonding to the iron is very fa3in turn, this process depends on the existence
of transient barriers between dynamically fluctuating cavities or of gating mechanisms
along tunnel¢®!’ The dissociation rate is mainly determined by the interactions that
stabilize the heme-bound ligahtlin general, low k values can be ascribed to the
presence of distal site residues that form hydrogen bonds with the ligand, thus
stabilizing the bound state. After thermal breaking of the heme-bound ligand, barriers
for migration through the protein matrix could also affect the dissociation rate.

In this study we explore the structural and dynamical behaviodaBfgb in order to
examine the distinctive features of ligand migration through the V-shaped tunnel
delineated in the interior of the protein. In particular, attention is paid to the effect
played by both dimerization and ligand binding on the migration properties. To this end,
molecular dynamics simulations have been performed for monomeric and dimeric
species of the protein in both bound and unbound states. The analysis of the ligand

migration properties will be used to discuss the functional implicatioMaBgb.
Methods

System setdp. The initial structure for molecular dynamics (MD) simulations of the
monomeric and dimeric speciesMaPgb in the oxygenated state was built up from the
X-ray crystallographic structure of the-®ound protein (PDB code 2VEB).In turn,
the ligand free crystal structure (PDB code 2VEHR)as used to simulate the unbound
form. The two X-ray structures dflaPgb are found as dimers and exhibit a similar
guaternary fold.

The starting structures were immersed in a pre-equilibrated octahedral box of TIP3P
water moleculed® All systems were simulated at constant pressure (1 atm) and
temperature (298K) using periodic boundary conditions and PmMEthod for treating
long range electrostatic interactions. The SHAKE algorithmas used to keep bonds

involving hydrogen atoms at their equilibrium length. A 1 fs time step was used for the



integration of Newton's equations. The parm99SB force*fiedds used for the protein
residues. For the heme, we adopted the parameters developed by our group and
thoroughly tested in previous works?® though slight adjustments mainly involving
angles and torsions were introduced to account for the unusual high distortion of the
heme found in the X-ray structures (see Table S1 in Supporting Information).

All simulations were performed with the PMEMD module of the AMBERY
program®® Equilibration protocols consisted in performing an initial optimization of the
initial structures, followed by a slow heating up to the desired temperature. Energy
minimization was performed in three subsequent steps where hydrogen atoms, water
molecules and finally the whole system were minimized. Heating was performed in
successive 50 ps runs where the temperature was gradually increased from 100 K to 298
K in four steps at constant volume, followed by an additional step run at constant
pressure for 100 ps. Then, a series of 500 ns MD simulations (at 298 K and 1 atm) were
run for the monomeric and dimeric protein in both deoxygenated and oxygenated states,
covering a total simulation time of g@s. The use of extended MD trajectories is
necessary to allow the conformational rearrangements associated with the
formation/breaking of the dimer into separate monomers in aqueous solution (see
below). The analysis of the trajectories was performed by using frames collected every

1 ps during the production runs.

Ligand migration profiles. In order to examine the migration of ligands through the
protein matrix, we have identified the preferred docking sites for the oxygen molecule
and determined the migration free energy profiles along the protein tunnels that connect
the solvent with the distal site. To this end, we first performed Implicit Ligand Sampling
(ILS) calculations” where the free energy of placing a probe ligand at a given position

is estimated using Eq. 1.

-AE, 4 (r)/kpT

Gys(r) = _kBTlnii

n=1 k=1

€
T (1)

where N is the number of protein states, C stands for the number of equally probable

ligand orientations andE , is the protein-ligand interaction energy.

ILS computations were performed using a 3D grid that encompasses the whole



protein with a 0.5 A resolution. Moreover, 50 orientations of the probe molecule per
grid point and a total set of 5000 snapshots taken every 2 ps were considered to
determine the free energy at each grid point. This was repeated for different 10 ns
windows along the simulations. Inspection of the free energy isosurfaces depicted on
the 3D grid points allowed us to identify potential docking sites and migration paths
through the protein matrix.

Since ILS estimates the free energy of binding accounting for the intrinsic thermal
motion of the free protein, it implicitly assumes that the ligand interacts weakly with the
protein. Moreover, it omits the effect of the dynamical interplay between thermal
fluctuations of the probe and the internal cavities on the motion of the probe. To further
refine the free energy profiles, constant velocity multiple Steered Molecular Dynamics
(SMD) simulations were run to examine the migration eftl®ough the tunnels using
Jarzynski's inequality (Eq. 2§,which relates the free energy with the irreversible work

performed upon steering the probe along the reaction coordinate.

e MAE)V kT _ <e—W(é)/kBT> (2)

where W(&) is the external work performed on the system as it evolves from the initial
to the final state computed by integrating the force acting on the steering potential along

the reaction coordinate .

The steering potential forces the motion of the probe with constant velocity (v) along
the reaction coordinate (Eg. 3). In the present study the reaction coorgimae
chosen as the iron-ligand distance, the force constant was 200 kéaArhoand the

pulling velocity was 0.025 A p's

E(r) =k[r— (¢, + vat)[ 3)

To compute the free energy profile of ligand migration along a selected tunnel, we
have adopted the computational scheme used in previous studies for truncated
hemoglobins by our grouf3:***?" Briefly, at least twenty SMD simulations were run
pushing the ligand through the tunnel from the solvent towards the iron. Due to the

expensiveness of SMD computations, the free energy profile was determined for only



one of the subunits. At this point, it is worth noting that similar results are expected for
each of the two subunits, as noted from the high similarity between the ILS free energy
isocontours determined for the two subunits of the dimeric protein (see below). The
starting snapshot for each SMD was taken from the final structure of an equilibrated
MD simulation run with the ligand placed at a fixed distance from the iron. Typically
those distances were chosen from the preferred docking sites found during the motion of
the free diatomic ligand in short MD simulations.

Results and Discussion

Overall structural analysis of MaPgb. Extended MD simulations were run to
explore the structural integrity and flexibility dMaPgb. This is necessary to capture not
only the fluctuations that modulate the shape and size of cavities and tunnels, but more
importantly to examine the differences found for monomeric and dimeric forms of
MaPgb, as well as the effect played by the presence of the ligaihd@Ond to the
heme. Accordingly, a series of 500 ns MD simulations were run for deoxygenated
ligand-free (Pgb-deoxy) and oxygenated (Pghp{fGrms of the protein treated either as
a monomer (MPgb) or a dimer (DPgb).

For all the simulations the time evolution of the rmsd (determined relative to the X-
ray structure; see Figure S1 in Supporting Information) was computed for the backbone
atoms of the protein core (residues 23-189), thus neglecting the contributictsNiue
and C-terminal tails, which showed higher mobility compared to the core of the protein.
The rmsd profile for DPgb-deoxy is stable at around 1.5 A after the first 50 ns. A
slightly lower value (rmsd of 1.3 A) is obtained for DPgh-@ough this value is
achieved after a progressive increase in the rmsd profile during the first 220 ns. The
rmsd determined for the monomers is larger than the value calculated for the dimeric
forms, as it amounts to 1.8 and 2.2 A for MPgb-deoxy and MPght-@e end of the
trajectories. This finding is not unexpected, as the two X-ray crystallographic structures
(PDB codes 2VEB and 2VEE) used to build up the simulated systems correspond to
dimeric forms of the protein.

The preceding results suggest that dissociation of the dimer into separate monomers
does not promote a substantial alteration in the overall fold of the protein. However, the
larger rmsd found for the monomers reveals the occurrence of local rearrangements in

certain structural elements upon dissociation of the dimer. At this point, a detailed



structural analysis of the distinct helical segments showed that there is a relevant
displacement of helix G (and at less extent helix H) in MPgb-deoxy compared to the X-
ray crystallographic structure (PDB entry 2VEE; Figure 2). Thus, whereas the rmsd of
helix G amounts to ~1.2 A in the dimer (a value comparable with the rmsd of other
helices), the rmsd is enhanced to near 2.9 A in the monomer (Figure 2). Since helix G is
directly involved in defining the interface between the interacting units in the dimeric
form of MaPgb, dissociation of the dimer makes helix G to be exposed to the aqueous
solvent, thus facilitating the conformational relaxation in the monomer compared to the
dimer. Noteworthy, helix G, in conjunction with helix B, delineates the shape of tunnel 1
(see Figure 1). Therefore, the structural change observed for helix G mightdiese a
effect on the accessibility of ligands through this tunnel (see below).
Figure 2

Strinkingly, when the same analysis is performed for the oxygenated forms of the
protein in both monomeric and dimeric forms, the largest rmsd (determined relative to
the X-ray crystalographic structure; PDB entry 2VE8jniainly found for helices B&
and G (Figure 3). In DPgb-Qhe structural rearrangement primarily affects helix B,
whose rmsd (around 2.2 A) is sensibly larger than that determined for helices E and G
(around 1.6 A). Nevertheless, in MPgb4De structural rearrangement primarily affects
helicesE (rmsd close to 2.8 A) and G (around 2.2 A). According to the analysis made
for the deoxygenated monomer and dimer (see above and Figure 2), the conformational
relaxation of helix G is not unexpected and can be explained by the dissociation of the
dimer. However, present results suggest that the heme-bound ligand exerts additional
effects, which primarily influence the structural properties of helices B and E (see
Figure 3 bottom). It must be stressed that these two helices define the walls of tunnel 2.
Therefore, these findings raise questions about the potential role played by the heme-
bound ligand on the accessibility of the tunnels.

Figure 3

It is worth noting that the structural fluctuation of helices B and E in the oxygenated
protein is associated with a drastic change in the dynamical behavior of the protein
triggered upon ligand binding, as noted in the essential motions of the protein skeleton
determined by diagonalizing the positional covariance matrix for the backbone atoms of
the protein coré®?° The calculated eigenvalues decrease in magnitude smoothly, thus
indicating that a variety of motions determine the structural flexibility of the protein

backbone. However, whereas the first ten principal components account for around 50%



of the structural variance, the first eigenvalue alone describes between 13% and 19% of
the structural fluctuationsThe nature of this single essential mode is drastically
different in both deoxygenated and oxygenated forms of the protein (Figure 4). In the
former case, it mainly involves displacements of helix A and those segments of helices
G and H close to helix A. In contrast, the first essential mode for the heme-beund O
species mainly involves the displacement of helices B and E. Finally, since helix B
contributes to define the shape of tunnels 1 and 2, the increased flexibility of this helix
might be relevant to facilitate the migration of ligands to/from the heme cavity.
Figure 4

Based on these finding&e can conclude that both dissociation of the dimer and the
presence of the heme-bound ligand promote distinctive structural and dynamical
alterations in helices B, E and G MaPgb. Because those helical segments delineate
the V-shaped tunnel, it can be expected that the migration properties are likely affected
by both the quaternary structure of the protein and the binding of ligands to the heme
cavity. In turn, two main questions arise: i) how the presence of the ligand can be
sensed by the protein and affect the structural and dynamical behavior of helices B and
E, and ii) how the helical alterations triggered by both quaternary structure and ligand

binding influence the accessibility of ligands through the tunnel.

Structural changes in the distal cavity To answer these questions, we have first
analyzed the structural changes induced in the distal cavity upon dissociation of the
dimer and upon binding of Qo the heme.

The binding of ligands to the heme is generally sensed via formation of hydrogen
bonds in the heme cavity. Hydrogen-bonding with distal residues not only contributes to
stabilize the heme-bound ligand, but can also promote structural and dynamical changes
in the protein as, for instance, reported for the 2/2HbN in M. tuberculgisisbN),
where the alteration of the hydrogen-bonding network formed by polar residues upon
O, binding to the heme changed the main essential motions of the protein sk&leton.
Inspection of the X-ray structure dMaPgb, however, shows that there is no hydrogen
bonding stabilization of the heme-bound @ the distal cavity. The most feasible
residue that could stabilize the ligand is Tyr(61)B10, but its hydroxyl group is too far
from the heme-bound £On PDB entry 2VEB (distance OH(TyrB1-8)O(0,) of 5.26
A), and no water molecules were found to mediate the interaction between Tyr(61)B10

and Q. Nevertheless, thermal fluctuations could facilitate the local reorientation of the



phenol group to enable hydrogen bonding with the ligand.

The potential involvement of distal hydrogen bonds in assisting sH#n@ing was
examined from the time evolution of the distance between the hydroxyl oxygen of
TyrB10 and Q in the oxygenated forms of both monomeric and dimde@gb (Figure
5). Though there are few attempts to form a hydrogen bond with the heme-bgund O
the distance OH(TyrB16}02(Q,) is generally close to 6 A. In fact, most of the time
Tyr(61)B10 is hydrogen bonded to the carbonyl oxygen of Leu(86)E4. Similarly, the
analysis of the snapshots ruled out a significant stabilization due to water-mediated
bridges with Tyr(61)B10. Overall, present results exclude a significant contribution of
Tyr(61)B10 is stabilizing the ligand. In turn, this finding supports the idea that the very
low O, dissociation rate found iMaPgb has to be ascribed mostly to the strong
distortion of the Pgb heme, as suggested by recent in silico arfalysis.

Figure 5

The absence of hydrogen bonding with the heme-bourmrdnpted us to search for
contacts between the ligand and vicinal residues in the distal cavity. To this end, we
have analyzed the distribution of distances from the iron in order to adopt a common
frame for both deoxygenated and oxygenated forms of the protein. On the basis of this
analysis, two aromatic residues, Phe(145)G8 and Phe(93)E1ll (see Figure S2 in
Supporting Information), emerged as putative candidates in sensing the presence of the
ligand in MaPgb. At this point, it is worth noting that in the X-ray structure of
oxygenatedvlaPgb Phe(93)E11 was found to be the closest residue (@t @ A), with
its side chain affected by conformational disorder. On the contrary, Phe(E11)93 adopts a
defined conformation in the absence of the heme ligand.

Regarding Phe(145)G8, the average distance determined from the benzene ring to the
iron is 4.9 A for MPgb-deoxy. This value is notably smaller than that found in the X-ray
structures, as the closest distance from the side chain of Phe(145)G8 to the iron is close
to 6 A. Therefore, the smaller distance found for MPgb-deoxy can be attributed to the
structural rearrangement of helix G after dissociation of the dimer. More importantly,
the monomeric species is sensitive to the heme-bognddnoted in the enlargement
of the average distances determined from the benzene ring to the iron (from 4.9 and 6.0
A for MPgb-deoxy and MPgb-Oforms; see Figure 6). In contrast, such sensitivity is
slightly reduced in the dimeric species, as noted in the similar range of average
distances (from 6.4 to 6.7 A) determined for DPgb-deoxy and DRgl<igure 6).

Clearly, the interaction between monomers in the dimer and the associated



rearrangement of helices G and H dominates the location of Phe(145)G8 in the distal
cavity, and the friction those helices at the interface between subunits reduces the
sensitivity of Phe(145)G8 relative to the isolated monomer.

Figure 6

Contrary to Phe(145)G8, the sensitivity of Phe(93)E11 to the heme-bound ligand is
consistently observed in both monomeric and dimeric formslai?gb (Figure 6). In
both MPgb-deoxy and DPgb-deoxy the distance of the Phe(93)E1l side chain to the
iron, which ranges on average from 4.0 to 4.5 A, increases upon binding ®f¢h an
increase amounts to around 0.5 A when the monomeric forms are considered, but it is
enlarged up to 1.1 A in the case of the dimeric species. Thus, irrespective of the
quaternary structure of the protein, the presence of the heme-bound ligand introduces
steric hindrance onto the side chain of Phe(93)E11.

Overall, these findings suggest that the ligand sterically collides with the benzene
ring of Phe(93)E11 and contributes not only to the structural change observed in helices
B and E (Figure 3) observed upon ligand binding, but also to the alteration in the
dynamical motion of these helical segments (Figure 4). Notably, these trends resemble
the large-scale conformational change detected both theorefieaity experimentalfy
in MtHbN. However, whereas in this latter protein the binding is sensed through
alteration in the network of hydrogen bonds formed by TyrB10 and GInE11 in the distal

cavity, steric hindrance appears to mediate the ligand sensing propekieRdb.

Ligand migration. In order to explore the impact of the structural and dynamical
rearrangements on the ligand migration propertieMaiPgb, we have analyzedhe
structural and energetic features of tunnels 1 and 2.

The accessibility of ligands through tunnel 1 seems to be regulated by the side chain
of Phe(145)G8, which is found in two main conformations along the MD trajectories
(see below). Those conformations can be characterized by the dihedral anglggN-C
C,, which adopts values centered in 270 and 210 degrees. The former value reflects the
conformation found in the X-ray crystallographic structures (267.2 degrees in 2VEB,
and varying from 264.7 to 270.2 degrees in the 8 independent protein molecules present
in the asymmetric unit of 2VEE). In this conformational state migration of a diatomic
ligand through tunnel 1 seems feasible. Nevertheless, in the other conformation the
benzene ring protrudes into the tunnel, and it would therefore impede the migration of
ligands. The impact of the conformational state adopted by Phe(145)G8 on the



accessibility of diatomic ligands through tunnel 1 is clearly reflected in the free energy
isosurfaces derived from ILS computations (Figure 7; see also Figure S3 in Supporting
Information). In the following, these two conformations will be denoted “open” and
“closed”, respectively.
Figure 7

Noteworthy, the relative population of the two conformations of Phe(145)G8 depend
on both the quaternary structure and the presence of the ligand in the distal cavity
(Figure 8; see also Figure S4 in Supporting Information). Thus, the Phe(145)G8 side
chain remains in the closed state during the last 250 ns of the trajectories collected for
both the deoxygenated (99.9%) and oxygenated (98%) states of the monomeric protein.
Dimerization of the protein promotes a slight increase in the population of the open
state, which is found to populate between 5% and 8% in the two subunits of DPgb-
deoxy. Remarkably, this trend is significantly enhanced upon binding tif the distal
cavity. Thus, around 25% of the structures sampled in the last 250 ns of the trajectory
are found in the open state. On the basis of the preceding results, it can be concluded
that (i) binding of @ does not suffice to enhance the accessibility through tunnel 1 in
MPgb, and (ii) that dimerization is necessary to facilitate the opening of tunnel 1
Finally, it is also worth noting that the enhanced conformational fluctuations triggered
on helix B by the heme-bound,@see above) should also facilitate ligand migration
through tunnel 1 (see above).

Figure 8

In contrast to the preceding results, tunnel 2 is found to be accessible irrespective of
the presence of heme-bound ligand and the quaternary structure of the protein, as noted
in the ILS profiles shown in Figure 7 (see also Figure S3 in Supporting Information).
This finding suggests thalaPgb might be involved in a ligand-controlled bimolecular
chemical process. Accordingly, a small ligand could access the heme cavity through
tunnel 2. However, if this would happen in MPgb, tunnel 1 would primarily remain in a
closed state (Figure 8). In contrast, dimerization of the protein facilitates the transition
of tunnel 1 to the open state, an effect that could be associated with the increased
flexibility of helix B triggered by the presence of the heme-bound ligand (see Figures 3
and 4). According to these mechanistic events, it can be hypothesized that the ligand-
assisted dynamical modulation of the accessibility through tunnel 1 should be reflected
in a higher sensitivity odMaPgb to another incoming ligands.

To further check the role of the quaternary structure, SMD computations were



performed to determine the Potential of Mean Force (PMF) for the migration of O
through tunnels 1 and 2 using Jarzinsky’s inequality for MPgb-deoxy and DPgb-deoxy
(Figure 9). The PMF profile determined for MPgb-deoxy shows the existence of a high
and wide barrier (around 6 kcal/mol) at arddr2 A from the iron atom. In contrast, the
PMF profile determined for DPgb-deoxy reveals a drastic alteration in the PMF profile
along tunnel 1, as the ligand must surpass a barrier of only 2.2 kcal/mol at around 11 A
from the iron. Then, there is a rather flat region between 9 and 6 A, this latter distance
corresponding to the entrance to the distal cavity. Finally, access to the heme is limited
by a small barrier (around 2 kcal/mol).
Figure 9

The PMF profile obtained for migration through tunnel 2 in MPgb-deoxy is flatter
than that obtained for tunnel 1, with a minimum at around 7 A from the heme and small
barriers (around 1 kcal/mol) that should be easily surpassed due to thermal fluctuations.
On the other hand, the most noticiable feature in the PFM profiled derived for DPgb-
deoxy is the appearance of a free energy minimum at around 5 A, which can be
accessed from the bulk solvent through a barrierless migration.

Overall, SMD computations demonstrate that, even in the absence of heme-bound
O,, dimerization has a large effect in regulating the migration of ligands through tunnels
1 and 2, which should thus lead to an enhanced accessibility in the dimer compared to

the isolated monomer.

Functional implications. Inspection of the X-ray crystallographic structures
available for oxygenated (2VEB) and deoxygenated (2V&Pgb revealed a number
of relevant structural features that are absent in prototypical globins such Hs Mb,
including the unusual V-shaped tunnel leading from the heme cavity to the aqueous
solvent. It can be anticipated that the two branches of the tunnel are expected to be
functionally relevant since the heme group is completed buried in the inteN@Rufb.
Therefore, even though the biological roleM&Pgb in Archaea is still unkown, its
biochemical function is likely related to the ability of the branched tunnel to permit the
migration of specific ligands. Therefore, understanding the factors that regulate the
accessibility of ligands can be of utmost importance to shed light into the biological
function of Pgb. On the other hand, since gel filtration experiments have shown that the
protein exists as a dimer in solutithit can argued whether dimerization has a direct

implication on the migration of ligands through the V-shaped tunnel and is thus relevant



for the physiological role of the protein.

In the absence of robust evidences about the biological role, the peculiar biochemical
behavior of MaPgb has been clearly established by kinetic measurements of the
migration of Q, which revealed a very lowQlissociation rate (0.092-0.0094)sThis
is unusual, since inspection of the X-ray structure for the protein with heme-bgund O
shows that the ligand is not stabilized by hydrogen bonds with distal residues. For the
sake of comparison, the lowgkvalues of 0.0045and 0.2 ¢ determined for Ascaris
Hb and MtHbN can be related to the stabilization of the heme-bound ligand by two
hydrogen-bond donors with TyrB10 and GInE7 in AscHb, and with TyrB10 and GInE11
in MtHbN).3*3* In contrast, HisE7 is the only hydrogen-bond donor in Mb, this fact
being reflected in a highegk(12 $%).>3An even larger value (1600%)s has been
reported for the HisE7Val mutafr.

The lack of hydrogen bonding interactions that stabilize the bound the MaPgb
distal cavity is confirmed by the results derived from the extended MD simulations run
for the oxygenated dimer. In this case, very transient hydrogen bond interactions are
formed with Tyr(61)B10, which is mainly hydrogen-bonded to the carbonyl oxygen of
LeuE4. On the other hand, the loy: kalue cannot be attributed to the occlusion of the
tunnels. In fact, tunnel 2 is permanently open along the trajectory of the dimer.
Regarding tunnel 1, there is a balance between open and closed states, which in our
simulations are defined according to the conformation adopted by Phe(145)G8, and
there is a small barrier for eggression of Oherefore, ligand escape from the distal
cavity cannot be considered to make a significant contribution to the dissociation rate.
In turn, the preceding discussion reinforces the potential role played by the remarkable
distortion of the heme iMaPgb on the affinity for ligands, as recently pointed out by
our previous studie¥. How MaPgb can induce suchstructural heme distortion is a
challenging question that remains to be answered.

Another relevant finding arising from present simulations is the effect played by both
dimerization and @binding on the accessibility through tunnel 1, which is regulated by
a balance between open and closed states defined according to the conformation of the
Phe(145)G8 side chain. In the deoxygenated dimer the closed form is the major
conformational state of tunnel 1. However, there is a significant increase in the
population of the open state (which populates around 25%) updnn@ing to the
heme. This effect reflects the net balance of three factors. First, the direct influence

exerted by dimerization on the structural arrangement of helix G (and at less extent



helix H), which contributes to the interface of the interacting monomers. Moreover, in
conjunction with helix B, helix G delineates the walls of tunnel 1. Second, the structural
and dynamical alteration of helix B upon ligand binding, which is sterically sensed by
Phe(93)E11. Finally, the steric destabilization of the closed conformation of
Phe(145)G8 by the heme-boung.O

On the basis of the preceding discussion, it can be hypothesizétathgh might be
involved in a ligand-controlled bimolecular chemical process, where loading of the
protein with a first ligand would facilitate the entry of the second reagent to the heme
cavity. Noteworthy, this hypothesis is supported by recent experimental findings derived
from kinetic studies of CO binding tdaPgb which indicate that i) the protein exists in
two states characterized by fast and slow rebinding conformations, and that ii) CO
ligation favours the fast rebinding conformati3rOn the basis of present results, those
fast and slow rebinding conformations can be interpreted in terms of the open and
closed conformational states of Phe(145)G8, which regulates the access through this
tunnel, and by the ligand sensing properties of Phe(93)E11l, which contributes to
facilitate the transition from closed to open states.

In the absence of clear evidences about the nature of the true fisiological ligands
involved in the biological function dflaPgb, it is also reasonable to expect that a larger
ligand (i.e., a triatomic molecule) could lead to a more effective opening of tunnel 1 due
to enhanced steric hindrance with the sensing Phe residues. Accordingly, the balance
between open and closed states might be regulated by the size/polarity of the ligand, so
that opening of tunnel 1 might be facilitated upon binding of an incoming compound
through tunnel 2, thus paving the way for the involvemen¥aPgb in mediating a
bimolecular chemical process. Finally, present results indicate that dimerization might
represent a mechanism to regulate the functional roMadfgb, with the quaternary
structure being considered as a necessary step in order to form the biologically relevant
form of the protein.

Conclusions The structural analysis of the MD simulations run for deoxy- and
oxygenated states of monomeric and dimdtad®gb, and the energetic characterization
of the tunnels identified in the X-ray structure reveals a number of factors potentially
important for the biological role of the protein. First, the absence of stabilizing
interactions between the heme-boungand distal residues reinforces the hypothesis

that heme structural distortion (particularly the in-plane breathing deformation) is



playing a key role on the Jfaffinity, which is mainly due to an unusually low
dissociation rate ifMaPgb. Moreover, the accessibility of ligands through tunnel 1
seems to be regulated by the side chain of Phe(145)G8, which in our simulations
assumes two different conformations. Noteworthy, the balance between open and closed
states is affected by the synergistic effect of two main factors: i) the quaternary structure
of the protein, and ii) the presence of the heme-bound ligand. Thus, our results
demonstrate that dimerization of the protein has a profound effect on the shape of the
free energy profile for ligand migration through tunnel 1, which is further facilitated by
the increased flexibility of helix B triggered upon binding oft®the heme. In contrast,
binding of Q to a hypothetical monomeric form of the protein is found to have minor
impact on the accessibility of tunnel 1. Accordingly, these findings support the
biological role of the dimeric form oMaPgb. Based on these results, it might be
hypothesized thatlaPgb is involved in a ligand-regulated bimolecular process, where
binding of a ligand accessing the heme cavity through tunnel 2 would facilitate the
migration of a second reagent through tunnel 1, thus leading to an overall increase in the

reactivity of the protein.

Acknowledgements

Prof. C. Viappiani is kindly acknowledged for sharing his experimental results of
ligand binding and for insightful discussions. This work was partially supported by the
University of Buenos Aires, ANPCyT, CONICET, the Spanish Ministerio de Innovacién
y Ciencia (SAF2008-05595 and PCI2088-0688), the Generalitat de Catalunya
(2009-SGR00298), and the EU FP7 program (project NOstress). FF is fellowship from
the Spanish Ministerio de Innovacién y Ciencia. Computational facilities provided by
the Barcelona Supercomputer Center and the Centre de Supercomputacié de Catalunya

are acknowledged.

Supporting Information Available. Specific parameters for the heme in Pgb,
conformational preferences of sensing residues Phe(93)E11 and Phe(145)G8, and free
energy isosurfaces used to delineate tunnels 1 and 2 in Pgb. This material is available

free of charge via the Internet at http://pubs.acs.org.



Referenaes

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

The smallest biomolecules, Diatomics and their interactions with heme proteins.
Ghosh A (Ed). Elsevier. Amsterdam. 2007.

Paoli M, Marles-Wright J, Smith A. Structure-function relationships in heme-
proteins. DNA Cell BioR002 21, 271-280.

Vinogradov SNM, L. Diversity of globin function, enzymatic, transport, storage,
and sensing. J Biol CheR®08 283, 8773-8777.

Frauenfelder H, McMahon BH, Fenimore, PW. Myoglobin, The hydrogen atom
of biology and a paradigm of complexity. Proc Natl Acad Sci 2863 100,
8615-8617.

Scott EE, Gibson QH, Olson JS. Mapping the pathways fcen®y into and

exit from myoglobin. J Biol Cher001, 276, 5177-5188.

Wittenberg JB, Wittenberg BA. Myoglobin function reassessed. J Ex2@)3

206, 2011-2020.

Kapp OH, Moens L, Vanfleteren J, Trotman CN,, Suzuki T, Vinogradov SN.
Alignment of 700 globin sequences, extent of amino acid substitution and its
correlation with variation in volume. Protein 3&95 4, 21792190.

Nardini M, Pesce A, Milani M, Bolognesi M. Protein fold and structure in the
truncated (2/2) globin family. Ger2907, 398, 2-11.

Wittenberg JB, Bolognesi M, Wittenberg BA, Guertin M. Truncated
hemoglobins, a new family of hemoglobins widely distributed in bacteria,
unicellular eukaryotes, and plants. J Biol CH002 277, 871-874.

Freitas TAK, Hou S, Dioum EM, Saito JA, Newhouse J, Gonzalez G, Gilles-
Gonzalez M-A, Alam M. Ancestral hemoglobins in Archaeoc Natl Acad Sci
USA2004 101, 6675-6680.

Hou S, Freitas T, Larsen RW, Piatibratov M, Sivozhelezov V, Yamamoto A,
Meleshkevitch EA, Zimmer M, Ordal GW, Alam M. Globin-coupled sensors, a
class of heme-containing sensors in Archaea and Bacteria. Proc Nat Acad Sci
USA2001 98, 9353-9358.

Vinogradov S, Hoogewijs D, Balilly X, Arredondo-Peter R, Gough J, Dewilde S,
Moens L, Vanfleteren J. A phylogenomic profile of globins. BMC Evol Biol
2006 6, 31-47.

Vinogradov SN, Hoogewijs D, Bailly X, Mizuguchi K, Dewilde S, Moens L,
Vanfleteren JR. A model of globin evolution. G&G97, 398,132-142.

Nardini M, Thijs L, Saito JA, Dewilde S, Alam M, Ascenzi P, Coletta M,
Ciaccio C, Moens L, Bolognesi M. Archaeal protoglobin structure indicates new
ligand diffusion paths and modulation of haem-reactivity. EMBO Re&@8 9,
157-163.

Marti MA, Crespo A, Capece L, Boechi L, Bikiel DE, Scherlis DA, Estrin DA.
Dioxygen affinity in heme proteins investigated by computer simulation. J Inorg
Biochem2006 100, 761-770.

Ruscio JZ, Kumar D, Shukla M, Prisant MG, Murali TM, Onufriev AV. Atomic
level computational identification of ligand migration pathways between solvent
and binding site in myoglobin. Proc Natl Acad Sci L2988 105, 9204-92009.
Tomita A, Sato T, Ichiyanagi K, Nozawa S, Ichikawa H, Chollet M, Kawai, F,
Park S-Y, Tsuduki T, Yamato T, Koshihara S-Y, Adaci S-I. Visualizing breathing
motion of internal cavities in concert with ligand migration in myoglobin. Proc
Natl Acad Sci USAR009 106, 21612-22616.

Jorgensen W, Chandrasekhar J, Madura J, Impey R, Klein M. Comparison of



19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

simple potential functions for simulating liquid water. J Chem PI9&3 79,
926-935.

Darden T, York D, Pederson L. Particle Mesh Ewald, An N.log(N) method for
Ewald sums in large systems. J Chem PI983 98,10089-10092.

Ryckaert J-P, Ciccotti G, Berendsen HJC. Numerical integration of the cartesian
equations of motion of a system with constraints, molecular dynamics of n-
alkanes. J Comput Ph$877, 23, 327-341.

Hornak V, Abel, R, Okur, A, Strockbine, B, Roitberg, A, Simmerling, C.
Comparison of multiple Amber force fields and development of improved
protein backbone parameters. Prot&@66 65, 712-725.

Boechi L, Marti MA, Milani M, Bolognesi M, Luque FJ, Estrin DA. Structural
determinants of ligand migration in Mycobacterium tuberculosis truncated
hemoglobin O. Protein®008 73, 372-379.

Boechi L, Manez PA, Luque FJ, Marti MA, Estrin DA. Unraveling the
molecular basis for ligand binding in truncated hemoglobins, the trHbO Bacillus
subtilis case. Proteir)09 78, 962-970.

Case D, Darden TA, Cheatham TE, lll, Simmerling CL, Wang J, Duke RE, Luo
R, Merz KM, Pearlman DA, Crowley M, Walker RC, Zhang W, Wang B, Hayik
S, Roitberg A, Seabra G, Wong KF, Paesani F, Wu X, Brozell S, Tsui V, Gohlke
H, Yang L, Tan C, Mongan J, Hornak V, Cui G, Beroza P, Mathews DH,
Schafmeister C, Ross WS, Kollman PA. AMBER, version 9. University of
California, San Francisco, CA, 2006.

Cohen J, Arkhipov A, Braun R, Schulten K. Imaging the migration pathways for
0O,, CO, NO, and Xe inside myoglobin. Biophy2d0§g 91, 1844-1857.

Jarzynski C. Nonequilibrium equality for free energy differences. PhysaRev
1997 78, 2690-2693.

Marti MA, Bidon-Chanal A, Crespo A, Yeh S-R, Guallar V, Luque FJ, Estrin
DA. Mechanism of product release in NO detoxification from Mycobacterium
tuberculosis truncated hemoglobin N. J Am Chem2Z&®8 130, 1688-1693.

Garcia A. Large-Amplitude Nonlinear Motions in Proteins. Phys ReviBéf
68,2696-2699.

Amadei A, Linssen, AB, Berendsen, HJ. Essential dynamics of proteins.
Proteinsl993 17, 412-425.

Crespo A, Marti MA, Kalko SG, Morreale A, Orozco M, Gelpi JL, Luque FJ,
Estrin DA. Theoretical study of the truncated hemoglobin HbN, Exploring the
molecular basis of the NO detoxification mechanism. J Am Cher2(@fg 127,
4433-4444,

Mukai MO, Ouellet Y, Ouellet H, Guertin M, Yeh SR. NO binding induced
conformational changes in a truncated hemoglobin from Mycobacterium
tuberculosis. Biochemistr3004 43, 2764-2770.

Bikiel DE, Boechi L, Nardini M, Luque FJ, Marti MA, Estrin DA. Role of heme
distortion on oxygen affinity in heme proteins, the protoglobin case. J Phys
Chem B201Q 114, 8536-8543.

Milani M, Pesce A, Nardini M, Ouellet H, Ouellet Y, Dewilde S, Bocedi A,
Ascenzi P, Guertin M, Moens L, Friedman JM, Wittenberg JB, Bolognesi M.
Structural bases for heme binding and diatomic ligand recognition in truncated
hemoglobins. J Inorg BiocheR®05 99, 97-109.

Goldberg DE. Oxygen-avid hemoglobin of Ascaris. Chem1R8g 99, 3371-
3378.

Kundu S, Snyder B, Das K, Chowdhury P, Park J, Petrich JW, Hargrove MS.



The leghemoglobin proximal heme pocket directs oxygen dissociation and
stabilizes bound heme. ProteR302 46, 268-277.
36.  Viappiani, C. (personal communication)



Figure 1. View of the V-shaped tunnel observedMiaPgb. The tunnel is composed of
two branches, which are mainly delineated by helices B/G (tunnel 1) and B/E (tunnel 2).
The heme group is shown as sticks.




Figure 2. Time (ns) evolution of the rmsd (A) of the backbone atoms in selected helical
segments of the deoxygenated (top) monomer and (middle) dimer determined relative to
the X-ray structure (PDB entry 2VEE). (Bottom) Superposition of helices B, G and H in
the final snapshots of simulations run for monomer (green) and dimer (blue) in the
deoxygenated state. Phe(145)G8 and heme are shown as red and atom-coloured sticks.
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Figure 3. Time (ns) evolution of the rmsd (A) of the backbone atoms in selected helical
segments of the oxygenated (top) monomer and (middle) dimer determined relative to
the X-ray structure (PDB entry 2VEB). (Bottom) Superposition of helices G, B and E in
the final snapshots of simulations run for deoxygenated (blue) and oxygenated (cyan)
states of the dimer. Phe(93)E11 and heme are shown as red and atom-coloured sticks.
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Figure 4. Representation of pairs of snapshots that represent the deformations of the
protein backbone due to the first essential mode AyrMPgb-Q, (B) DPgb-Q (C)
MPgb-deoxyand (D) DPgb-deoxy forms dflaPgb.




Figure 5. Time (ns) evolution of OH(TyrB10)©®(0O,) (black) and OH(TyrB10)---
O(LeuE4) (grey) distances (A) for the oxygenated forms of (left) monomeric and (right

dimeric MaPgb. For the dimer only the distances determined for subunit A are shown.
Similar results stand for subunit B.
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Figure 6. Distribution of closest distances between the side chain of (left) Phe(145)G8
and (right) Phe(93)E11 from the heme iron. The distances are determined for bpth (top
monomeric (MPgb) and (bottom) dimeric (DPgb) species in deoxygenated and
oxygenated states. For the dimers the values determined for the two interacting subunits

are denoted with “1” and “2”.
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Figure 7. Free energy isosurfaces used to delineate tunnels 1 and 2 for DPgb-deoxy.
Whereas tunnel 2 (enclosed in dashed line) is open along the trajectory, tunnel 1
(enclosed in solid line) is found in both open (left) and closed (right) states depending

on the conformation of Phe(145)G8 (shown as yellow sticks). Heme is shown in atom-

coloured sticks.




Figure 8. Time (ns) evolution of the Phe(145)G8 N-Cg-C, torsion for (top-left) the

MPgb-deoxy, (top-right) MPgb-£ (middle) the two subunits (A and B) in the
deoxygenated dimer, and (bottom) the two subunits in the oxygenated dimer.

T T T T
300 ' MPgb-deoxy
8 I
‘7 8
§ &
o I :
@)
2
[-n
8
g
o0
0
v
=]
e
1 | | | | ]
100 200 300 400 500
t (ns)
T I
DPgb(A)-02
S
g
o o]
2
£2

400

| 1
200 300
t(ns)

100

PheGS8 torsion

PheGS torsion

— T T T i
300 MPgb-02 |
Sasoft
: s
s
3
22004
150 ‘ | |
0 100 200 300 400 500
t (ns)

DPgb(B)-deoxy

| | |
200 300 400

0 100
t (ns)

DPgh(B)-02

1 | |
200 300 400 500
t(ns)

1
0 100



Figure 9. Free energy profiles for Omigration through (top) tunnel 1 and (bottom)
tunnel 2. The profiles are shown for the deoxygenated protein in monomeric (black) and

dimeric (grey) states.
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