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Resumint, es tenen dos conformacions actives (SOR i IZR) les quals no sén tan similars
com en un principi es suposava. Per als 22R,23R-BRs, I'hidroxil en T, varia uns 402 d’una
conformaci6 activa a |'altre el que provoca que els mapes de GRID de la brassinolida siguin
bastant diferents i que I'extrem final de la cadena lateral estigui orientada o bé cap a la cara
o, 0 bé cap a la cara . En els estudis on s'utilitza I'aproximacié a l’analeg actiu aquest fet és
critic ja que |’estructura tridimensional de la brassinolida (compost de referencia) és diferent
segons s’utilitzi una conformacié activa o l'altre, i per tant els resultats dels estudis no tenen
perque coincidir. A més a més, cap de les dos conformacions actives explica ni la
complementarietat geometrica ni la complementarietat electrostatica dels 225,235-BRs amb
el receptor, les quals sén necessaries per al seu reconeixement molecular.

Per tot plegat, es planteja fer una revisi6 de la conformacié activa. Per a I'analisi
conformacional dels BRs es tria la dinamica molecular gestionada a través d’un procés de
fusié simulada (simulated annealing), la qual ha ja estat utilitzada pels analegs androstanics.
La selecci6 de la conformaci6 activa es realitza mitjancant els models obtinguts amb els
mapes de GRID flexibles. Aquesta revisié déna lloc a la tercera de les conformacions actives
i porta per nom les meves inicials.

4.2. Analisi conformacional.

Es realitza un analisi conformacional mitjangant dinamica molecular gestionada a través
d’un procés de fusié simulada (simulated annealing). Recordar que la molécula d’estudi es
porta de temperatura ambient (298K) a elevada temperatura (900K), es deixa evolucionar
durant un cert temps, es refreda lentament fins a temperatura ambient (298K) i finalment
s’optimitza I'energia. En el cas dels BRs, aquest procés es repeteix 2.500 vegades per a les
cadenes tipus bl, epi i S_epi i 3.000 per a les homo i S_homo.

La seleccié dels conférmers d’interes es realitza de forma analoga a la dels analegs
androstanics. Es comparen els valors dels angles de torsi6 i es considera que dos valors sén
iguals si difereixen en més/menys un angle determinat (=152 per T,, T, i T;, £302 per T,, i
+452 per Ts i Ty). Si dos conférmers tenen tots els angles de torsi6 similars, dins dels marges
establerts, es consideren conférmers equivalents i es selecciona el de menor energia. Per tal
de suprimir els conférmers d’elevada energia s’aplica un tall d’energia de 5 kcal/mol.

A mode d’exemple es mostren els resultats de la brassinolida. En la Figura 93 es mostren
els grafics corresponents a la simulacié. El grafic de la distribucié dels angles en funcié de
I’energia permet discutir: a) els valors que té cada angle de torsio, b) el seu valor promig, c)
si el valor coincideix amb el teoric o esta desplagat, d) si el valor és tGinic o depen dels valors
de la resta d’angles de torsi6, i e) si el valor correspon a una posicié eclipsada, i avaluar la
seva energia. El grafic de freqiiencies complementa I"anterior indicant quins valors s6n més
importants que altres. El grafic d’energia és de control i permet veure si la simulacié ha
transcorregut correctament.

Totes les torsions presenten els valors caracteristics de I'enllag Csp’-Csp’. Les
observacions més destacables per cada torsi6 son:

e T,: Els valors més freqiients es situen cap a 802, 1802 i 2902. Els valors a 802 i 2902
presenten una elevada energia, propera al tall de 5 kcal/mol. El valor de 1809 és
I'energeticament més estable. Aixo indica que la cadena lateral té tendencia a
allunyar-se de I'esquelet esteroide. També s’observen uns conjunts de valors, cap a
602, 1002, 1202, 1302 i 2602 que presenten una elevada energia i una baixa
freqéncia. Alguns suposen una posici6 quasi eclipsada de T;.
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T,: El valor més estable esta al voltant de 1902. Aquest valor presenta una diversitat
de considerable, ja que pot adquirir qualsevol valor entre 1902 i 2252 encara que a
mesura que els valors s’allunyen de 1902 'energia augmenta. Cap a 602, T, pot
adoptar els valors de 502 o 602, aquests presenten una energia moderada i una
frequiéncia relativament baixa. Cap a 3002, T, pot adoptar els valors de 2752 o 3002,
els quals presenten una elevada energia, propera o superior al tall de 5 kcal/mol. En
consequeéncia la seva freqiiencia resulta forga baixa.

T: El valor energéticament més estable es situa cap a 502. No obstant, el valor més
freqUent es situa entre 1502 i 1802 i presenta una energia moderada. Els valors
situats cap a 3002 presenten una elevada energia. S’observa un conjunt de valors cap
a 909 que tenen una energia propera al tall de 5 kcal/mol. També s’observa una
conformacio eclipsada a 2402, pero és d’elevada energia.

T,: El valor energéticament més estable esta al voltant dels 1902, encara també que
pot adquirir valors propers (entre 1852 i 2109). Cap a 602 pot adquirir diversos valors
propers entre si (452, 502 i 659), en canvi cap a 3002 només n’adquireix un (3059).
S’observa un conjunt de valors cap a 2702 que tenen una energia propera al tall de
5 kcal/mol.

Ts: En ser I'enllag de I'extrem final de la cadena lateral, és el que es pot moure amb
més llibertat. Presenta valors cap a 502, 1802 i 2952, tots ells amb energies similars.
Segons els valors de la resta d’angles de torsié, T; pot prendre valors propers als
anteriorment esmentats.
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Figura 93: Resultats de I'analisi conformacional mitjancant dinamica molecular
gestionada a través d’un procés de fusié simulada per la bl. Grafics de distribuci6 dels
angles en funci6 de I'energia, freqtiéncia dels angles, i energia al llarg de la simulacié.

En la Taula 5 es mostra la seleccié dels conférmers d’interés endregats segons els valors
dels angles de torsi6. En la taula es presenta: a) la numeracié segons els valors dels angles de
torsié, b) la numeracié segons energies creixents, c) el valor dels angles de torsi6, d) la
diferéncia d’energia respecte el conférmer de minima energia, e) el nombre de cops que ha
aparegut en la simulaci6, f) el primer cop que apareix en la simulacio, i g) si es correspon
amb alguna de les quatre conformacions actives.

S’obtenen 44 conférmers diferents. La freqiiéncia acumulada d’aquests representa un
64% de la simulaci6 (1.555 punts). El 36% restant correspon a conférmers amb una energia
superior a 5 kcal/mol respecte el conférmer de minima energia. El conférmer que triga més
a apareixer ho fa cap al 24% de la simulaci6 (punt 601). Per tant, en el primer quart de la
simulaci6 ja s’obtenen els resultats desitjats, mentre que en els altres tres quarts la simulacié
es repeteix. Es considera, doncs, que la simulacié ha estat prou llarga com per explorar tot
I’espai conformacional.

D’acord amb els valors que poden adoptar els angles de torsi6 s’observa:

e Com era d’esperar, la majoria de conférmers presenten un valor de T; al voltant de

1809.

e No hi ha cap conférmer que, tenint T, igual a 1802, presenti un valor de T, al voltant
de 3009. Aquesta combinacié de valors provocaria que la cadena lateral es plegues
sobre I'anell D. En funcié del valor de T; la interaccié desfavorable amb I’anell D es
donaria a través de la part alifatica de la cadena lateral (Figura 94a), de I’hidroxil en
C23, o de I'hidrogen en C23.
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OH Conformer segons ~ Conformer SegNs L 13 T4 Ts E-Emin Freqiéncia Primslzr puntl ’en Conforlmacié
els angles I'energia (kcal/mol) la simulacié activa

1 29 87 201 67 204 48 3,90 41 32

OH 2 22 87 201 67 203 184 3,40 34 62

bl 3 36 86 206 156 201 46 4,32 22 2
4 33 86 206 157 201 182 3,99 51 23
5 28 85 212 174 307 54 3,85 43 53
6 11 179 45 58 197 45 2,51 24 279
7 8 180 44 58 196 182 1,80 24 12
8 17 180 45 59 189 295 2,97 23 118
9 19 181 57 153 63 32 3,01 34 83
10 25 181 57 148 60 169 3,66 22 601
11 16 181 58 157 56 298 2,92 28 85
12 7 181 58 156 201 46 1,75 51 81
13 4 181 58 156 200 182 1,41 53 79
14 14 181 57 152 189 294 2,89 43 170
15 6 179 61 169 307 56 1,74 50 249
16 20 179 62 171 305 199 3,36 18 479
17 24 178 184 60 59 33 3,57 15 545
18 34 179 185 59 56 171 4,00 28 93
19 15 180 191 58 44 299 2,89 12 75
20 2 180 188 53 196 45 0,50 91 1
21 1 180 188 54 194 181 0,00 83 59 mvp - bl
22 3 180 189 52 186 294 1,07 61 29 hip - bl
23 35 180 193 60 266 44 4,28 7 128
24 27 180 197 “94 304 50 380 11 BT izr-bl
25 12 180 192 150 63 34 2,82 63 86
26 23 180 192 146 59 170 3,43 45 92
27 18 180 193 152 55 299 3,00 33 48 sqr - bl
28 9 180 192 152 200 46 1,81 75 7
29 5 180 192 152 199 182 1,52 86 27
30 13 180 192 150 189 294 2,83 54 109
31 10 181 196 164 307 57 2,30 91 38
32 41 180 193 153 274 182 4,63 7 123
33 26 181 198 166 306 199 3,74 34 31
34 44 180 219 293 217 185 4,87 7 73
35 30 181 211 296 304 52 3,92 27 148
36 38 296 206 59 195 45 4,47 38 457
37 32 296 206 59 194 181 3,95 26 312
38 43 296 206 55 184 294 4,87 10 139
39 42 296 211 158 201 46 4,74 6 142
40 37 296 211 158 200 182 4,46 12 595
41 39 297 216 173 309 55 4,49 24 138
42 40 300 305 166 206 47 4,61 11 305
43 31 299 304 167 202 182 3,95 20 9
44 21 294 305 185 304 48 3,38 17 303

Taula 5: Resultats de I’analisi conformacional mitjangant dinamica molecular gestionada
a través d’un procés de fusié simulada per la bl. Taula dels conférmers d’interes.

Només hi ha dos conférmers que, tenint T, igual a 1802, presenti un valor de T; al
voltant de 3009. Aquest valor fa augmentar T, fins 2102-2202 mentre que el valor
habitual és de 1902. Aquesta combinacié de valors provoca que |'extrem de la
cadena lateral s’acosti al metil C21. En funcié del valor de T, la interaccio
desfavorable amb el metil C21 es donaria a través la resta metil en C28 (Figura 94b),
de I’hidrogen en C24, o la resta isopropil de I'extrem de la cadena lateral.

(@) T,=300° (b) T,=300°

Figura 94: Representaci6 de les conformacions inexistents de la bl.
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e El conférmer 24 forma per si sol un grup “anomal”. Aquest té un valor de T; igual a
949 mentre que el valor habitual és de 502—602. Curiosament aquest conférmer es
correspon amb la conformaci6 activa IZR.

e Hi ha dos conférmers (32 i 33 indicats en vermell) que, a priori, haurien d’haver
convergit en un de sol. No ho fan ja que no compleixen el criteri d’equivaléncia en
T, (£309). S'observa com el de major energia té una freqiiencia menor. Casos com
aquest son dificils d’explicar. Es plantegen tres possibilitats: a) el conférmer de
major energia correspon a un conférmer que no es troba en el minim d’energia ja
que l'optimitzacié ha finalitzat abans de convergir, b) el minim d’energia no és un
minim robust i petites variacions en els valors d’angle de la resta de torsions el
modifica considerablement duplicant el conférmer en questié, o ¢) hi ha dos
minims d’energia molt propers. En els dos primers casos es podria pensar en
suprimir el conférmer de major energia. No obstant, es decideix treballar amb tots
els conférmers.

En la resta de cadenes laterals tipus s’obtenen observacions similars. El nombre de
conférmers obtinguts per cadascuna d’elles es mostra en la Figura 95. Les diferéncies entre
lactona i cetona s6n minimes. La majoria es deu a la presencia de conférmers amb T,
diferent de 1809, conférmers duplicats, o conférmers que estan en la frontera del tall
d’energia.

H H OH =
L h h, (‘\/\r
C; OH C; OH C; OH
bl homo S_epi
Lactona
44 conformers 69 conférmers 38 conférmers 80 conformers 54 conférmers
Cetona
41 conférmers 71 conférmers 35 conférmers 90 conférmers 50 conférmers

Figura 95: Resultats de l|’analisi conformacional mitjancant dinamica molecular
gestionada a través d'un procés de fusié simulada per cada cadena lateral tipus.

4.3. Seleccio de la conformacio activa.

Es fa servir el criteri de seleccié basat en els models de GRID flexible. Recordar que es
un procés iteratiu. En cada iteraci6 es defineixen els graus de llibertat, es calculen els mapes
de GRID flexibles i es realitza el model amb aquests. Paral-lelament, es fa l'analisi
conformacional de cadascuna de les cadenes laterals tipus. Els conférmers s’interpolen en el
model i es seleccionen aquells on lactivitat predita s’ajusta millor amb [’activitat
experimental. Si presenten trets estructurals comuns, es poden fixar reduint el nombre de
graus de llibertat de la segtient iteracié.

e Jteracio O

Com ja s’ha comentat, per a que la metodologia sigui aplicable, el model ha de mantenir
els criteris de qualitat dels estudis QSAR. Es a dir, ha de ser capag tant d’explicar com de
predir les dades d’activitat en funcié de l'estructura, ara flexible, dels BRs. En aquesta
iteraci6 O es veura un exemple d’un model que no és dtil.
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Malgrat que tot apunta a que T, es pot fixar a 1802 es decideix, en un primer moment,
permetre el seu gir. Aixi doncs, es defineixen com a graus de llibertat T, — T,. Les molécules
s'alineen pels anells C i D. El model presenta uns parametres estadistics acceptables
(o= 44% 1 q° i Loo= 23%), perd en els mapes de coeficients la contribucié de la
cadena lateral es nulla (Figura 96). Com que el model és incapag d’explicar no res que faci
referencia a la cadena lateral, és indtil aplicar-lo per establir diferencies tant entre
conférmers com entre les diferents cadenes laterals tipus.

Sonda d’aigua Sonda de metil
Figura 96: Mapes de coeficients a +0,0010. En vermell es mostren les
contribucions positives a |'activitat i en blau les negatives.

Seria interessant saber com i perque s’ha arribat a aquest punt. Recordar que el model
estadistic pretén explicar les dades d’activitat a través dels punts que presenten una maxima
dispersié en els seus valors. Com es permet que la cadena lateral giri ja des de T,, la seva
mobilitat és total i els mapes de GRID flexible sén identics independentment de la cadena
lateral tipus (Figura 97a). Aixo fa que els punts que descriuen la cadena lateral tinguin molt
poca dispersi6 (Figura 97b), per tant poca informacié i en conseqiiéncia no tinguin cap pes
en el model (Figura 96, sonda d’aigua).

D
DD

S_homo S_epi

@ (b)
Figura 97: (a) Mapes de GRID flexibles per la sonda d’aigua considerant la mobilitat de
T, = Te, i (b) camp de desviaci6 estandard a 0,50 per la sonda d’aigua.

Desviacio estandard a 0,50

e Jteracio 1

Es decideix fixar T; a 1802 i definir com a graus de llibertat T, — T,. Es pren com a base
I'alineament fet servir per Ismael Zamora en la seva tesi. Abans de realitzar el model es
visualitza el camp de desviacié estandard per veure si la cadena lateral aporta informaci6 al
model o no (Figura 98). S'observa com la informacié de la cadena lateral es concentra en
un gran anell al voltant de I'enllag C22-C23 que rodeja la cadena lateral quan aquesta
s’estén el més allunyada possible de |'esquelet esteroide.
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Figura 98: Camp de desviaci6 estandard a 1,00 per la sonda d’aigua.

El model presenta uns parametres estadistics acceptables (v, = 68% i §°1v1, Loo= 23%),
amb una bona capacitat de prediccié on la cadena lateral té influéncia. S’interpolen els
conférmers i es representa la seva activitat predita (Figura 99). Com aquests estan endrecats
segons els angles de torsié la interpretacié dels grafics és directe. Els conférmers que
s'ajusten millor al valor d’activitat experimental es representen en vermell i es visualitzen.

S’observa que per als 22R,23R-BRs (cadenes laterals tipus bl, homo i epi) els conférmers
que millor s’ajusten soén els que tenen T, i T, igual a 1802.

En els 225,235-BRs (cadenes laterals tipus S_homo i S epi) no és tan facil relacionar
I'activitat predita amb alguna caracteristica estructural comuna. En general els millors valors
s'obtenen amb T, igual a 602 o igual a 3002. En el primer cas la cadena lateral se'n va cap a
la cara o, mentre que en el segon se’'n va cap a la cara f. Amb anterioritat, de les dos
opcions es va seleccionar aquella que era més similar a la conformacié SQOR. No obstant,
actualment, no es vol donar res per suposat i en la seglient iteraci6 es faran dos models
fixant en cadascun d’ells un dels dos valors possibles de T, pels 225,23S-BRs.
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Figura 99: Resultats de la primera iteracié per I'obtencié de la conformacié activa MVP.

e Jteracio 2

Es fan dos models. En tots dos, T, dels 22R,23R-BRs es fixa a 180°. Per contra T, dels
22S5,235-BRs varia segons el model. En el primer (lteracié 2a) es fixa a 602 i en el segon
(Iteracié 2b) a 3009. Es defineixen com a graus de llibertat T; — T,, i es procedeix de la
mateixa manera. Els grafics d’activitat es mostren en la Figura 100. Els conférmers que millor
s'ajusten es representen en vermell i es visualitzen en la Figura 101.

S’observa que per els 22R,23R-BRs (cadenes laterals tipus b/, homo i epi) els conférmers
que millor s’ajusten sén els que tenen T, igual a 602. En canvi, per els 225,235-BRs (cadenes
laterals tipus S_homo i S_epi) els que millor s’ajusten tenen T, i T; igual a 3002. Cal destacar
que el primer model (lteracié 2a) on es fixa T, igual a 602 prediu que sén millors els
conférmers que tenen T, igual a 3002, que no pas els que li pertoquen.
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Figura 100: Resultats de la segona iteracié per |'obtencié de la conformacié activa

MVP. Grafics de prediccié de I'activitat.

epi

Figura 101: Resultats de la segona iteracié per |'obtencié de la conformacié activa MVP.
Conférmers que millor s’ajusten a I’activitat experimental.
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e Jteracio 3

Tradicionalment, en la secci6é s’han fet servir 2 alineaments: 1) 'alineament a través de
la superposicié dels anells C i D, i 2) I'alineament mitjancant la superposicié del potencial
molecular electrostatic (MEP). La Figura 102 mostra el resultat de cadascun dels
alineaments, anomenats CD i MEP, sobre els BRs en la conformacié activa SOR. Es
considera que, de poder triar entre tots dos, |'alineament a través del potencial molecular
electrostatic és preferible. Les raons sén:

a) Fs un alineament global, es a dir, que té en compte tota la molécula. Per contra
I’alineament CD és local. A la Figura 102a s’observa com els anells C i D semblen un de
sol. Aixo fa que I'error d’alineament es concentri en I'anell A i en la cadena lateral, les
quals sén les zones a estudiar. En canvi com l|'alineament MEP és global, I'error
d’alineament es reparteix al llarg de tota la molecula.

b) Es més realista de cara a explicar la unié substrat/receptor. En I’aproximacié de tots dos,
les primeres interaccions (interaccions a llarga distancia) sén del tipus electrostatic. Aixi
doncs, la distribucié de cargues tan del substrat com del receptor contribueixen a que el
substrat adopti la conformacié més apropiada per a que la uni6 sigui productiva.

(a) Alineament CD (b) Alineament MEP

Figura 102: Alineaments dels BRs fets servir en la secci6.

Fins aquest moment, en tot aquest procés, IGnic alineament possible és a través de la
superposici6 dels anells C i D ja que la cadena lateral és flexible. Perd un cop fixat T;, tots
els grups funcionals polars estan perfectament situats en I'espai 3D, i es pot realitzar un
alineament a través del potencial molecular electrostatic (Alineament MEP). Com alternativa
a I’alineament MEP es pot fer servir un alineament a través dels camps moleculars de GRID
amb la sonda d’aigua (alineament H20O). En aquest es maximitza la superposicié de les
zones d’interacci6 per enllag d’hidrogen.

Com que la part alifatica de la cadena lateral encara és flexible, es pren per cada cadena
lateral tipus el conférmer de minima energia dins del subconjunt de conférmers
seleccionats en la segona iteraci6. Posteriorment, a cada compost s’assigna els valors
d’acord amb la seva cadena lateral tipus i s’optimitza la geometria. Finalment, els
compostos s'alineen prenent com a referéncia la brassinolida.” Es defineixen com a graus de
llibertat T, — T,. Igual que en la segona iteracié es fan dos models: en el primer
(Iteracié 3—CD) es fa servir I'alineament a través de la superposici6 dels anells Ci D, i en el
segon (lteracio 3—H2O) es fa servir I'alineament a través dels camps moleculars de GRID
fent servir la sonda d’aigua.

Els grafics d’activitat es mostren en la Figura 103. S’observa com la iteracié 3—CD esta al
limit de la seva capacitat predictiva ja que no es capag de discriminar entre conférmers. En
canvi, la iteraci6 3-H20O és més sensible ja que permet discriminar molt millor els

" Al final de tot el procés, la conformacié activa MVP de la brassinolida resultara ser el conférmer de
menor energia. Per tant, sense saber-ho, ja en aquests moments s’estan alineant els compostos amb
el que sera la conformacié activa de la brassinolida.
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conférmers d’acord amb el valor d’activitat predita. Per aquesta iteraci6, els conférmers que

millor s’ajusten es representen en vermell i es visualitzen en la Figura 7104. Les observacions
més destacades son:

bl: els conférmers que millor s’ajusten sén els que tenen T, igual a 1802.

homo: igual que la bl, els conférmers que millor s’ajusten sén els que tenen T,
igual a 1802.

epi: és complicat seleccionar un valor de T,. Primer perque s’observa un valor
d’angle en una posicié quasi eclipsada (1402) degut a la interacci6 esterica entre
el metil C18 i I'extrem final de la cadena lateral. Segon perque, si be, fins ara els
valors d’activitat predits sempre estaven per sota del real, ara els valors d’activitat
predits oscil-len per sobre i per sota del valor real (2,62).

S_homo: I'analisi conformacional comporta que tots els conférmers que tenen T,
igual a 3002 tenen necessariament T, igual a 3002. Per tant no hi ha discussi6
sobre quin valor de T, és millor.

S_epi: I'analisi conformacional no presenta tantes restriccions com en la cadena
tipus S_homo i s'observen els tres valors de T,. Els conférmers que millor
s'ajusten sén els que tenen T, igual a 3002. Aixo reforga els resultats obtinguts
per la cadena tipus S_homo.

Aquests resultats permeten fixar T, igual a 1802 pels 22R,23R-BRs (amb I'excepcié de la
cadena lateral tipus epi) i a 3002 pels 225,23S-BRs.
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Figura 103: Resultats de la tercera iteracié per 'obtencié de la conformacié activa
MVP. Grafics de predicci6 de |'activitat.

OH OH OH =
¢y OH ¢y OH ¢y OH
bl homo epi

3 conférmers 9 conférmers 9 conférmers 8 conférmers 2 conférmers

Figura 104: Resultats de la tercera iteracié per |'obtencié de la conformacié activa MVP.
Conférmers que millor s’ajusten a I’activitat experimental.

e teracié / Etapa 4

No es tracta d’una iteracié en si. Es considera que l'activitat predita com a criteri de
seleccié ha arribat al limit de la seva capacitat i per tant cal utilitzar altres criteris. En els
casos on sigui aplicable, es fa servir I'aproximacié a I'analeg actiu, i en els casos on aquest
criteri no sigui aplicable s’utilitzara I’energia.

A continuaci6 es descriu els resultats obtinguts:

e bl: es té un grup de tres conférmers (20, 21 i 22), que es diferencien en la posicié
3D de l'isopropil terminal (T;). La brassinolida és el compost de referéncia quan
s'utilitza I"aproximacié a l'analeg actiu i en conseqiiéncia no té sentit aplicar aquest
criteri. Per tant es tria el conférmer de minima energia (conférmer 21). Aquest
resulta ser el de minima energia absoluta.

e homo: es tenen 9 conférmers distribuits en tres grups de tres conférmers (3739,
40—42 i 43—45). Cada grup es diferencia en la posicié 3D de l'isopropil terminal
(Ts). La fixacié d’aquesta torsié es basa en |'aproximacié a I'analeg actiu prenent com
a referencia la cadena lateral tipus bl. La major similitud estructural es déna quan T;
és 1802. Els tres conférmers restants (40, 41 i 42) es diferencien en la posicié 3D de
I'etil en C24 (T,). Com la brassinolida no té aquesta torsié es tria el conférmer de
minima energia (conférmer 41). Igual que amb la bl, resulta ser el conférmer de
minima energia absoluta.

-120/ 249 -



Discussié de Resultats: Conformacio Activa  Part I: Obtencié (Conformacié Activa MV'P)

e epi: es tenen 9 conférmers distribuits en quatre grups de dos o tres conférmers
(15=17, 18—19, 20—21 i 22—23). Cada grup es diferencia en la posici6 3D de
I'extrem final de la cadena lateral (T,). Aquesta cadena lateral tipus és la més
complexa. Recordar que en la iteracié anterior és I'Gnica on no es pot fixar T,. La
selecci6 de la conformaci6 activa es basa en I'aproximacié a I'analeg actiu prenent
com a referéncia la cadena lateral tipus bl. La major similitud estructural es déna
quan T, i T5 sén iguals a 1802 (conférmer 20).

e S homo: Es tenen 8 conférmers distribuits en tres grups de dos o tres conférmers
(52—54, 55—57 i 58—59). Cada grup es diferencia en la posicié 3D de l'isopropil
terminal (T). La selecci6 de la conformacio activa es basa en |’aproximacié a l'analeg
actiu prenent com a referencia la cadena lateral tipus homo. La major similitud
estructural es déna quan Ts és igual a 1802 T, a 602 (conférmer 55).

e S epi: es tenen 2 conférmers (38 i 39) que es diferencien en la posici6 3D de
I'isopropil terminal (T;). La selecci6 de la conformacié activa es basa en
I"aproximaci6 a I'analeg actiu prenent com a referéncia la cadena lateral tipus epi. La
major similitud estructural es déna quan Ts és igual a 1802, perd cap dels dos
conférmers presenta aquest valor. Es revisen els resultats de |"analisi conformacional
augmentant el tall d’energia. A 0,15 kcal/mol del tall es troba el conférmer en
questio.

Els resultats finals per cada cadena lateral tipus es mostren en la Figura 105.

"-M h,
C; OH

epi

17

Figura 105: Conformacié activa MVP de cadascuna de les cadenes laterals tipus

4.4. Discussio dels resultats.

En les conformacions actives SOR i IZR es donaven un conjunt de contradiccions que
van motivar la seva revisi6. Cal veure si la conformacié activa MVP és capag d’explicar-les.

a) Hidroxils de la brassinolida.

En la Figura 106 es comparen les tres conformacions actives de la brassinolida. Es
representa cada cadena lateral per separat i superposada, aixi com la projeccié de Newman
de I'enllag C22-C23. En la conformacié activa MVP els atoms es troben en una posici6
alternada. Comparant les tres conformacions actives, s’observa que ['hidroxil en C22
coincideix en totes tres, perd no aixi I’hidroxil en C23. Aquest ha patit una rotacié i ha
passat d’estar alternat orientat cap a l'esquerra (conformacié SQR) a estar alternat orientat
cap a la dreta (conformaci6 MVP). La posicié eclipsada que passa de I'un a l'altre és la
conformacio IZR.
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Ry, T i o Rl

bl - SQR bl - 1ZR
H .LAT
Tl TE H
STE H S %.L AT S
HO C.LAT OH
OH HOOH OH

Figura 106: Superposicié de les conformacions actives SQR (en verd), IZR (en cian) i
MVP (en groc) de la brassinolida i projeccié de Newman de I'enllag C22-C23.

En la Figura 107 es mostra el detall dels hidroxils en C23 de les tres conformacions.
L’hidroxil en C23 adopta posicions diferents en cada conformacié activa, diferenciant-se
entre si mitjancant un angle. Recordar que els mapes de GRID descriuen la interaccié de
I’hidroxil a certa distancia d’aquest. Per tant és d’esperar que els mapes de GRID de cada
conformaci6 activa siguin diferents en I’hidroxil en C23 (Figura 108). El mapa de GRID de la
conformaci6 activa MVP descriu un “8” que esta escapgat per la part superior. Quan es
superposen els tres mapes de GRID el grau d’interseccié és només d’un 40%. El solapament
és quasi complert en I’hidroxil de C22, on coincideixen en la totalitat de la part inferior de
la “€” descrita per la conformacié SQR. En canvi, en I'hidroxil de C23 la intersecci6 és
incomplerta ja que només coincideixen en la part intermedia del diol, comuna amb C22, i
en una petita regié puntual en la part més allunyada al diol.

Tot plegat confirma que la conformacié activa MVP de la brassinolida no és comparable
a cap de les anteriors.

C23-OH (bl - I1ZR)

C23-OH (bl - SQR)

Figura 107: Detall dels hidroxils en C23 de les conformacions actives SQR
(en verd), IZR (en cian) i MVP (en groc) de la brassinolida.

bl - SQR bl - IZR

Figura 108: Superposicié dels mapes de GRID de les conformacions actives SQR (en
verd), IZR (en cian) i MVP (en groc), i intersecci6 dels camps (en vermell).
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b) Cas dels 22S,235-BRs.

Recordar que les conformacions actives SOR i IZR no explicaven ni la complementarietat
geometrica ni la complementarietat electrostatica dels 225,235-BRs amb el receptor, les
quals sén necessaries per explicar reconeixement molecular dels BRs fent servir metodes
indirectes.

En la Figura 109 es mostra la projecci6 de Newman de l'enllag C22-C23 i la
superposici6 amb la cadena lateral de la brassinolida per la conformacié activa MVP.
S’observa:

a) Per els 22R,23R-BRs (cadenes tipus bl, homo i epi), els atoms es troben en una posici6
alternada amb el diol en posicié cis, i STE i C.LAT també en cis. Podria pensar-se que
entre |'esteroide i el final de la cadena lateral hi ha un elevat impediment estéric, pero
no és aixi. La conformacié activa MVP de les cadenes tipus bl i homo és la de minima
energia. Només en algunes conformacions de la cadena lateral tipus epi s’observa una
interaccio esterica.

b) Per els 225,23S-BRs (cadenes tipus S_homo i S_epi), C23 es situa sobre I’hidrogen de
C22 de la bl. Malgrat que, a priori, sembla que no tenen res a veure amb els
22R,23R-BRs, les posicions relatives tant del diol com de STE i C.LAT tenen certa
similitud espacial. En tots dos, els atoms es troben en una posici6 alternada amb el diol
en posici6 cis, i STE i C.LAT també en cis. A més a més, en tots dos, el diol es situa cap
avall a la dreta, i STE i C.LAT es situa cap a dalt a I'esquerra.

OH

OH = OH =
MVP . : Loi i
—‘ - . 3 i '/\:/Y . Y
% ¢, OH C; OH C; OH C; OH
epi N

S_epi

LAT .LAT
STE H STE H

Figura 109: Projeccié de Newman de I'enllag C22—C23 i superposici6 de les cadenes
laterals amb la brassinolida, per la conformacié activa MVP.

A mode d’exemple, en la Figura 170 es mostra amb més detall la superposicié de les
cadenes laterals tipus bl i S_homo. S’observa com els hidroxils 22R i 225 coincideixen en
Iespai, els hidroxils 23R i 23S també, i I'extrem final de la cadena lateral també coincideix
tant en la posici6é del grup isopropil com de C28. Aix0 és possible ja que s’ha produit un
petit gir en l'esquelet que déna lloc a un creuament de la cadena lateral en I’enllag
C22-C23.
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C. IAT. Creuament

C22-C23
% 23R-OH <:> (

& 235-OH

22R-OH & 22S-OH Gir esquelet

Figura 110: Superposicié de cadenes laterals bl (en granat) i S_homo (en blau). Detall
de la cadena lateral i vista des de la cara B de tot I'esteroide.

Segons aquests resultats, el receptor és capag de reconeixer les conformacions actives
MVP dels 22S5,235-BRs com un substrat valid, ja que tan la complementarietat geometrica
com la complementarietat electrostatica queden explicades tridimensionalment. Per tant, la
conformaci6 activa MVP soluciona el problema de les conformacions SQR i IZR.

¢) Interseccions de mapes de GRID.

Per acabar de corroborar I'afirmacié anterior es representa la interseccié dels mapes de
GRID de les cadenes laterals amb la cadena tipus bl (Figura 117). Recordar que el grau de
similitud dels 22R,23R-BRs estava entre el 74% i el 84% i coincidia en la majoria del diol de
la bl. Per contra en els 225,235-BRs el grau de similitud queia fins al 9%-23% i la
coincidencia amb el diol de la bl era puntual (v. Figura 83 i Figura 84, pagina 104). Per les
cadenes dels 225,235-BRs s’observa una millora espectacular, tant a nivell qualitatiu com
quantitatiu. Qualitativament, la coincidencia es déna en tots dos hidroxils del diol.
Quantitativament el grau d’interseccié augmenta fins arribar als voltants del 60%. Sorpren,
pero la cadena lateral tipus epi. En les conformacions SQR i IZR el grau d’intersecci6 esta al
voltant del 80% mentre que en la conformacié MVP només és del 44%, inferior inclis que
el dels 225,23S-BRs.

100% 86% 44% 62% 59%
Figura 111: Intersecci6 de mapes de CRID de les cadenes laterals tipus amb la
brassinolida i grau d’interseccié. En vermell es mostra el mapa de la bl (mapa de
referencia) i en groc la zona comuna.
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