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Resumen

El reconocimiento molecular de los dinucleétidos de nicotinamida adenina, NAD
y NADP es una caracteristica fundamental de un niimero importante de enzimas
que participan en procesos del metabolismo redox y sefializacién intracelular. En
la actualidad, la gran cantidad de estructuras cristalograficas determinadas con
estas coenzimas permite la posibilidad de desarrollar potenciales estadisticos
para estudiar las caracteristicas estructurales y energéticas de los sitios de unién
de NAD y NADP en proteinas. En este trabajo, usamos los potenciales
estadisticos para transformar las frecuencias observadas de interacciones entre
dtomos de la coenzima y la proteina, en magnitudes relacionadas con energia,
denominadas pseudo-energias. Se analizaron las interacciones mas frecuentes y
sus perfiles de pseudo-energia en una base de datos de 359 estructuras en el caso
de NAD y 330 en el caso de NADP. Una caracteristica distintiva en los
complejos con NAD es la presencia de un carboxilato de aspartato o glutamato
en la proteina que forma un puente de hidrégeno con la ribosa adyacente a la
adenina. En los complejos con NADP una cadena lateral de una arginina forma
al mismo tiempo una interaccién electrostatica con el fosfato-2’ y una interaccién

catién-n con la adenina. Para ambas coenzimas, grupos hidroxilo en la proteina




forman puentes de hidrégeno con los grupos fosfato, mientras que el bolsillo
alrededor de la nicotinamida muestra frecuentemente una cadena lateral
aromatica y ademas un puente de hidrégeno entre el nitrégeno en su grupo
amida y el oxigeno en las cadenas principales de los residuos. Adicionalmente,
utilizamos un grupo de enzimas con estructura y constantes de disociacién
conocida con el objetivo de optimizar los potenciales estadisticos para obtener
una mejor correlacién entre las pseudo-energias calculadas y la informacién
experimental. Las pseudo-energias calculadas a partir de estos potenciales
estadisticos optimizados se correlacionan con los cambios en la energia libre de
uniéon en mutantes por alanina y otros residuos utilizando tanto estructuras
cristalograficas como modelos in silico. Finalmente, utilizamos los potenciales
estadisticos para proponer una mutacién para cambijar la preferencia por
coenzima en la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de Leuconostoc
mesenteroides. Resultados in vitre, al medir las velocidades iniciales a diferentes
concentracién de NAD o NADP, demuestran que la mutante Alad5Asp cambia

la preferencia de esta enzima desde NADP a NAD.
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Abstract

The molecular recognition of the nicotinamide adenine dinucleotides, NAD and
NADP is a fundamental characteristic in a large number of enzymes involved in
redox metabolism processes and intracellular signaling. Nowadays, the high
amount of crystallographic structures with these coenzymes allow the possibility
to develop statistical potentials to study the structural characteristics and
energetics of the NAD and NADP binding sites in proteins. In this work, we use
statistical potentials to transform the observed interactions frequencies between
atoms in the coenzyme and the protein, in magnitudes related with energies,
called pseudo-energies. We analyze the most frequent interactions and their
pseudo-energies profiles in a database of 359 structures in the case of NAD and
330 in the case of NADP. One distinctive characteristic in the NAD complexes is
the presence of a carboxylate from aspartate or glutamate in the protein
establishing a hydrogen bond with the ribose adjacent to the adenine. In the
NADP complexes an arginine side chain forms, at the same time, an
electrostatic interaction with the 2’-phosphate and a cation-r with the adenine.
For both coenzymes, hydroxyl groups in the protein form an hydrogen bonds

with the phosphate groups, meanwhile the pocket around the nicotinamide often
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shows an aromatic side chain and also a hydrogen bond between its amide
nitrogen and the main chain oxygen in the residues. Additionally, we use a
group of enzymes with structure and known dissociation constant with the
objective to optimize the statistical potentials to obtain a better correlation
between the pseudo-energies calculated and the experimental data. The pseudo-
energies calculated from this optimized statistical potentials correlates with the
binding free energy changes in alanine and other residues mutants using
crystallographic structures and in silico models. Finally, we use the statistical
potentials to propose a mufation to change the coenzyme preference of the
enzyme glucose-6-phosphate dehydrogenase from Leuconostoc mesenteroides. In
vitro results based on the quantification of the initial velocities of the enzyme at
different NAD or NADP concentrations demonstrate that the mutant Alad5Asp

change the preference of this enzyme from NADP to NAD.
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1. INTRODUCCION

1. Introduccion

Dinucledétidos de nicotinamida adenina como coenzimas

La propiedad de las enzimas de catalizar reacciones quimicas con gran eficiencia
y especificidad permite el funcionamiento del metabolismo de todos los
organismos vivos. En estas reacciones, el sustrato se une al sitio activo de la
enzima y mediante un mecanismo de reaccién, se transforma en producto.
Muchas enzimas, para realizar esta funcién, requieren de la presencia de co-
sustratos especiales denominados coenzimas, que son regenerados en una
subsecuente reaccién catalizada por otra enzima (Bryce 1979). Dentro de las vias
metabdlicas de todos los organismos, los dinucleétidos de nicotinamids adenina,
NAD(H) y NADP(H), son coenzimas que participan en cientos de reacciones,
como se muestra de manera particular para el metabolismo de Escherichia coli

en la Figura 1 (Orth et al. 2011).
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Figura 1. Coenzimas mis utilizadas en reacciones cataliticas dentro del metabolisme de
Escherichia coli. El niimero de reacciones fue calculado a partir del modelo metabélico
iJO1366 de Escherichia coli.

Las enzimas dependientes de NAD(P)(H) son en general altamente especificas
por su coenzima. La presencia de un grupo fosfato unido al carbono-2’ en la
ribosa adyacente a la adenina, es la 1nica caracteristica estructural que
diferencia & NADP de NAD (Figura 2). Por lo tanto, la capacidad de
discriminar entre estas coenzimas es un impresionante ejemplo del poder de

reconocimiento molecular exhibido por estas enzimas.




Difosfato 2*-fosfato

Nicotinamida
Figura 2. Estructura tridimensional de las coenzimas NAD(P). En cada coenzima se
nombran los grupos quimicos que componen su estructura.

El reconocimiento de los grupos quimicos de la coenzima estd determinado por
los residuos aminoacidicos que componen el sitio activo de la enzima. Una vez
que la coenzima estd unida, la suma de las energias de los distintos tipos de
interacciones que se forman con la enzima dan como resultado la energia union
del complejo. Las diferencias entre las energias de unién de NAD y NADP a lo
largo de la coordenada de la reaccién afectaran sus constantes de especificidad, y
por lo tanto, la preferencia de la enzima por alguna de estas coenzimas. De esta
forma y en relacién con su grado especificidad por coenzimas serfan posibles tres
tipos de enzimas: aquellas que prefieren NADP, aquellas preferentes por NAD y
las derominadas duales, que pueden usar NAD o NADP con similar eficiencia.

En general las enzimas presentan preferencia por uno u otro nucleétido de

nicotinamida adenina, siendo en pocos casos duales, lo que indica que existen
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caracteristicas estructurales claves en el sitio de unién de las enzimas que

permiten discriminar por alguna de estas coenzimas.

Funcién celular de NAD(H) y NADP(H)

La selectividad de las enzimas que unen a estas coenzimas resulta ain més
interesante cuando vemos que sus equivalentes reducidos, NAD(P)H, presentan
funciones diferentes dentro del metabolismo celular, a pesar de poseer el mismo
potencial de éxido-reduccién. Mientras NADH transfiere sus hidruros, ya sea a la
cadena transportadora de electrones en la respiracién celular o hacia aceptores
orgénicos terminales en la fermentacién, NADPH los transfiere a diferentes
aceptores de las rutas biosintéticas (sintesis de lipidos, colesterol, 4cidos grasos)
o aceptores involucrados en la atenuacién del estrés oxidativo. Por otra parte, la
selectividad por las formas oxidadas NAD(P) se observa en las deshidrogenasas
de las vias centrales, aunque de manera dependiente del organismo. Por ejemplo,
en FEscherichia coli, la Isocitrato deshidrogenasa usa NADP como co-sustrato,

mientras que en organismos incapaces de crecer en acetato, se observan enzimas

NAD-dependientes (Miller et al. 2006).
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En otras reacciones, los dinucleétidos de nicotinamida adenina no participan
como coenzimas de 6xido-reduccién. Por ejemplo, la ADP-ribosilacién (Schreiber
et al. 2006) y la deacetilacién (Liou et al. 2005), donde participa NAD y no
NADP. Ademés de funciones donde ambas coenzimas participan, como ser
precursor directo de moléculas involucradas en la movilizacién intracelular de
Ca?* como ADP-ribosa, ADP-ribosa ciclica y O-acetil-ADP-ribosa. (en el caso de
NAD) (Schuber & Lund 2004) o Acido nicotinico adenina dinucleétido fosfato y

ADP-ribosa fosfato ciclica (en el caso de NADP) (Guse & Lee 2008).

Dadas las diferencias mencionadas respecto a las funciones que estas coenzimas
presentan dentro del metabolismo celular, desde hace casi 20 afios (Lesk 1995) se
han venido realizando estudios para identificar los determinantes estructurales
de la especificidad por NAD y NADP en las proteinas que los unen. Como se
describe a continuacién, este conocimiento es particularmente relevante en

relacion con el diseiio racional de la especificidad por estas coenzimas.
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Cambios de especificidad por NAD(H) y NADP(H)

A comienzo de la década del 90° se da a conocer el primer estudio enfocado en el
cambio de especificidad por estas coenzimas, realizado en la enzima Glutatién
reductasa de Escherichia coli. En este caso se logré cambiar la especificidad de
esta enzima desde NADPH a NADH mediante la introduccién de siete
mutaciones en el sitio de unién de la coenzima (Scrutton et al. 1990). Desde ese
entonces, han habido miltiples estudios publicados sobre el redisefio de la
especificidad por estas coenzimas en enzimas (Tabla 1) y algunos de ellos han
logrado modificar la especificidad con gran eficiencia, como lo demuestra el
trabajo realizado sobre la enzima Isocitrato deshidrogenasa de Escherichia coli
donde se logré cambiar la especificidad de 7000-veces a favor de NADP a 200-
veces a favor de NAD mediante la introduccién de 6 mutaciones (Chen et al.

1995).

Una de las estrategias cominmente utilizadas para cambiar la especificidad de
estas enzimas es el anélisis de las estructuras tridimensionales y/o de secuencia.
Esto permite identificar posibles mutaciones que posteriormente son introducidas

en la enzima mediante mutagénesis sitio-dirigida y son analizadas mediante
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ensayos de cinética enzimdtica. Sin embargo, también se han utilizado otras

estrategias como el reemplazo de un segmento compacto de la enzima (Yaoi et

al. 1996) o el uso de evolucién dirigida (Morimoto et al. 2014), particularmente

el esquems semi-racional llamado saturacién combinatoria del sitio activo

(CASTing) (Liang et al. 2007).

Tabla 1. Resumen de los cambios de especificidad por NAD(P)(H).

Especie Enzima Cambio de Referencia
Especificidad

Candida tenuis Xilosa reductasa NADPH — NADH (Peischacher et al. 2005)
Corynebacterium Acido 2,5-diceto-D-glucdnico NADPH — NADH {Banta et al. 2002)
Escherichia coli Glutatién reductasa NADPH — NADH (Scrutton et al. 1990)
Escherichia coli Ceto-fcido reductoisomerasa NADPH —» NADH (Rane & Calvo 1997)
Neurospora crassa Nitrato reductasa NADPH — NADH (Shiraishi et al. 1998)
Pichia stipitis Xilosa reductasa NADPH —+ NADH (Liang et al. 2007)
Pseudomonas fluorescens p-hidroxibenzoato hidroxilasa NADPH -» NADH (Eppink et al. 1959)

Rattus norvegicus

Saccharomyces. cerevisiae

Citocromo p450 reductasa
178-hidroxiestercide deshidrogenasa

NADPH — NADH
NADPH — NADH

{(Elmore & Porter 2002)
(Kristan et al. 2007)

Sinorhizobium morelense 1,5-anhidro-D-fructosa reductasa NADPH — NADH (Dambe et al. 2006)
Anabaena. sp. Ferredoxina:NADP? reductasa NADP — NAD (Medina et al. 2001)
Escherichia coli Isocitrato deshidrogenasa NADP — NAD (Chen et al. 1995}
Thermus thermophilus Isocitrato deshidrogenasa NADP — NAD (Yaol et al. 1996}
Vibrio harveyt Aldehido deshidrogenasa NADP — NAD (Zhang et al. 1999)
Bacillus stearothermophilus  L-lactato deshidrogenasa NADH —+ NADPH (Holmberg et al. 1999)
Ratius norvegicus Citocromo b5 reductasa NADIH -+ NADPH (Marohnic et al. 2003)
Thermus thermophilus B-isopropilmalato deshidrogenasa NADH — NADPH (Miller et al. 2006}
Bacillus steerothermophilus D-lactato deshidrogensasa NAD — NADP (Bernard et al. 1995)
Bacillus stearothermophilus G3P-deshidrogenasa NAD — NADP (Clermont et al. 1953)
Gluconobacter ozydans Xilitol deshidrogenasa NAD — NADP {Ehrensberger et al. 2006)
Homo sapiens Enzima malica NAD — NADP (Hsich et al. 2006)
Pichia stipitis Xilitol deshidrogenasa NAD — NADP (Watanabe et al. 2005)
Pseudomonas stulzeri Fosfito deshidrogenasa, NAD — NADP {(Woodyer et al. 2003)
Saccheromyces cerevisiae Formato deshidrogenasa NAD — NADP (Serov et al. 2002)
Thermus thermophilus Isopropilmalato deshidrogenasa NAD — NADP (Chen et al. 1996)
Tramitichromis intermedizs  Leucina deshidrogenasa NAD -+ NADP (Galkin et al. 1997}
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A pesar de los casos listados en la Tabla 1, a la fecha no existe una herramienta
capaz de proponer mutaciones para cambiar la especificidad por estas coenzimas
en las enzimas, basandose en los rasgos generales de los bolsillos de unién de
estos ligandos. En este trabajo se pretende crear una herramienta para
identificar residuos y las posiciones que éstos deberian tener dentro del bolsillo
de unién, para incrementar la energia de unién de una coenzima sobre otra y asi

poder modificar la especificidad.

Base de datos de estructuras de proteinas

Desde 1971 las estructuras cristalograficas de proteinas y acidos nucleicos han
sido depositadas en una base de datos de dominio piiblico denominada Protein
Data Bank (PDB), creada por investigadores del Laboratorio Nacional
Brookhaven en Estados Unidos (Bernstein et al. 1977). Debido a los avances
tecnoldgicos como la creacién de aceleradores de particulas, equipos
automatizados de cristalizacion y programas computacionales, esta base de datos
ha logrado un crecimiento acelerado, llegando hoy en dia a tener mas de 100.000
estructuras depositadas. NAD(P) son unas de las coenzimas mds comunes dentro

de las estructuras presentes en esta base de datos (Figura 3), lo que abre la
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posibilidad de utilizar esta informacién para encontrar los determinantes del
reconocimiento y selectividad por estos dinucle6tidos de nicotinamida adenina.

De hecho, esta base de datos fue analizada por Carugo & Argos en 1997, quienes
en dos publicaciones sucesivas entregaron luces sobre las interacciones
conservadas entre proteinas y estas coenzimas, asi como la variabilidad
conformacional que estas Gltimes tendrian dentro del sitio de unién (Carugo &
Argos 1997a; Carugo & Argos 1997b). Sin embargo, en ese entonces el mimero
de estructuras cristalograficas disponible era limitado, analizdndose un grupo de

21 estructuras con NAD y 11 estructuras con NADP.
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Figura 3. Coenzimas mas frecuentes dentro de las estructuras de la base de datos PDB.

Posteriormente, varios investigadores se avocaron a identificar los residuos que

permitian unir a estas coenzimas. Es asi como se lograron identificar motivos
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asociados a la unién de diferentes regiones de la coenzima como la adenina
(Denessiouk et al. 2001), el difosfato (Kleiger & Eisenberg 2002) y la ribosa
adyacente a la nicotinamida (Kallberg et al. 2002). A pesar de estos avances,
estos trabajos estuvieron enfocados en determinar estos motivos en familias o
plegamientos de proteinas especificos, sin hacer uso de toda la informacién

estructural disponible.

Otras estrategias como la prediccién de sitios de unién de estas coenzimas
también han sido abordadas previamente, ya sea ufilizando méaquinas de
vectores de soporte integrados con matrices de posicién especificas (Ansari &
Raghava 2010) o mediante la comparacién de interacciones entre fragmentos de
proteinas (Kasahara et al. 2010). Estos estudios y los algoritmos utilizados, sin
embargo, son verdaderas cajas negras y no permiten la extraccion de las

caracteristicas estructurales presentes en los sitios de unién.

Hoy en dfa, el nimero de estructuras de proteinas como complejo con estas
coenzimas se ha incrementado en mas de 50 veces desde el primer estudio de

Carugo & Argos en 1997. Por lo tanto, actualmente es posible utilizar

10
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aproximaciones mateméaticas basadas en la estadistica, para transformar
frecuencias de interacciones entre los 4tomos de las coenzimas y las proteinas, en
magnitudes relacionadas con energia, denominadas pseudo-energias. Esta
aproximaciéon se denomina potenciales estadfsticos y las pseudo-energias
implicitamente integran todos los componentes de la energia de interaccion.
Estas frecuencias y pseudo-energias, al ser calculadas en base a todos los
complejos proteina-coenzima presentes en la base de datos PDB, permitiran a su
vez extraer las caracteristicas estructurales y energéticas que estos bolsillos de

unién presentan de manera general en las proteinas.

Potenciales Estadisticos

El primer trabajo desarrollado con el propésito de calcular estadisticas sobre
estructuras cristalograficas, relacionaba la frecuencia de interaccién entre
distintos tipos de residuos con sus energias, utilizando relaciones simples entre
las pseudo-energias y las constantes de equilibrio (Tanaka & Scheraga 1976). A

este estudio le sucedié el desarrollo de un potencial estadistico de contacto entre
residuos usando aproximaciones denominadas cuasi-quimicas (Miyazawa &

Jernigan 1985). Posteriormente, en 1990 se publica una nueva forma de

11
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potencial estadistico dependiente de la distancia entre carbonos-w, esta vez
basada en la suposicién de que las distribuciones de distancia de diferentes tipos
de residuos son de tipo Boltzmann (Sippl 1990). Utilizando esta aproximacién,
en un gran namero de subsecuentes trabajos, se han descrito diferentes
potenciales estadisticos evaluados y validados con diversos propésitos. Por
ejemplo, la prediccién de errores en modelos de proteinas (Melo & Feytmans
1997) y la determinacién de energias de unién para complejos protefna-proteina

(Jiang et al. 2002) o proteina-ligando (Mitchell et al. 1999).

Por lo anteriormente mencionado, en este trabajo proponemos el calculo de
potenciales estadisticos entre las proteinas y los dinucleétidos de nicotinamida
adenina, basados en todas las estructuras disponibles con estas coenzimas en la
base de datos PDB. Esto con el objetivo de que puedan ser utilizados para
describir las caracteristicas estructurales y energéticas de los sitios de unién de
estas coenzimas, asi como una herramienta para determinar cambios en la
energia libre asociados a mutaciones y de esta manera identificar mutaciones que

pueden cambiar la especificidad por estas coenzimas en enzimas.

12
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1.1 Hipdtesis
Las frecuencias de interaccién entre NAD(P) y proteinas pueden transformarse
en pseudo-energias que se correlacionan con pardmefros determinados

experimentalmente para estos complejos
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Derivar potenciales estadisticos a partir de estructuras de proteinas como
complejo con NAD(P) para calcular pseudo-energias y correlacionarlas con

pardmetros experimentales como energias de unidn.

1.2.2 Objetivos especificos

1. Generar bases de datos de estructuras de proteinas con las coenzimas NAD o
NADP para el entrenamiento, evaluacion y validacién de los potenciales
estadisticos:

a. Base de datos de entrenamiento: Estructuras de proteinas a partir de las
cuales se derivardn los potenciales estadisticos.

b. Base de datos de evaluacién: Estructuras utilizadas para determinar los
pardmetros con que son calculados los potenciales estadisticos que
entregan una mejor correlacién entre datos tedricos y experimentales.

c. Base de datos de validacién: Estructuras o modelos in silico de enzimas

silvestres y mutantes con la especificidad por coenzimas modificada para

14
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validar la capacidad de los potenciales estadisticos de representar el

cambio en la energia libre en mutantes.

. Derivar potenciales estadisticos de los sitios de unién de NAD o NADP.

a. Cuantificar en la base de datos de entrenamiento la frecuencia de
interacciones entre tipos de Atomos presentes en los residuos de las
proteinas y en las coenzimas.

b. Transformar las frecuencias de interacciones en pseudo-energias.

. Evaluar los potenciales estadisticos mediante su correlaciéon con datos

experimentales.

a. Calcular la pseudo-energia de los sitios de unién en las estructuras de la
base de datos de evaluacion.

b. Correlacionar las pseudo-energias para los sitios de unién con las energfas

libres determinadas experimentalmente para estos complejos.

. Validar la capacidad de los potenciales estadisticos de representar el efecto de

mutaciones sobre la preferencia por dinucleétidos de nicotinamida adenina.

15
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. Correlacionar la pseudo-energia de los sitios de union de las estructuras
en la base de datos de validacioén con parimetros experimentales.
. Proponer una mutacién que cambie la preferencia por coenzima en la

enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de Leuconostoc mesenteroides.

16
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2. Materiales y Métodos

2.1 Bases de datos

Durante la creacién de los potenciales estadisticos es necesario realizar tres
procesos: El entrenamiento, durante el cual se derivan los potenciales
estadisticos. La evaluacién, mediante la que se determinan los parametros que
maximizan la correlacién con datos experimentales y finalmente, la validacidn,
donde se pone a prueba la capacidad predictiva de los potenciales estadisticos.
Cada uno de estos procesos requiere el uso de una base de datos independiente,
lo que implica que estructuras utilizadas para el entrenamiento, no sean

utilizadas posteriormente en la evaluacién o validacién.

Base de datos de entrenamiento: Se realizé una bisqueda en la base de
datos PDB de aquellas estructuras de rayos-x co-cristalizadas con las coenzimas
NAD(H) o NADP(H), mediante la realizacién de una busqueda avanzada®
utilizando como parametro de bisqueda el identificador quimico correspondiente

a las coenzimas (Tabla 2). A pesar de que cada coenzima puede indicarse por

T http: / [www.pdb.org/pdb/search/advSearch.do
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dos nombres, uno para su estado reducido y otro para el oxidado, en este escrito
utilizaremos NAD para referirnos a NAD y NADH, y NADP para referirnos a

NADP y NADPH.

Tabla 2. Identificador quimico de los dinucleétidos de nicotinamida adenina y nilmero
de estructuras con estas coenzimas, en las base de datos PDB.

Identificador Nimero de

Coenzima .

Quimico estructuras
NAD NAD 890
NADH NAI 132
NADP NAP 816
NADPH NDP 505

Para el caso de residuos o coenzimas con posiciones alternativas dentro de las
estructuras, se eliminaron aquellas con la menor ocupancia y en caso de que
tuvieran la misma ocupancia, se eliminaron aquellas con mayor factor-p. Esto se
llevé a cabo utilizando el médulo DockPrep presente en el programa Chimera 1.9
(Pettersen et al. 2004). Este médulo también fue utilizado para meodificar los
residuos de selenio-metionina por metionina, al cambiar el dtomo de selenio por
un atomo de azufre y corrigiendo los largos de enlace entre el carbono-y/azufre y

carbono-¢/azufre a 1,81 y 1,78 A, respectivamente.
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Posteriormente, tanto de la base de datos de entrenamiento de NAD como de
NADP, se eliminaron aquellas estructuras con menos de 3 A de resolucién y se
conservaron solo aquellas estructuras que tuvieran la coenzima completa, o sea
con 44 4tomos en el caso de NAD y 48 atomos en el caso de NADP, y en una
conformacién extendida, vale decir, con una distancia entre el carbono-6 de la

adenina y el carbono-2 de la nicotinamida mayor a 12 A (Kuppuraj et al. 2011).

Para no tener estructuras redundantes, se agruparon en cada una de las bases de
datos las estructuras con més de 70% de identidad de secuencia y se seleccioné
como representante de cada grupo la estructura con la mejor resolucién
cristalografica. Adicionalmente, se excluyeron las estructuras con enlaces
covalente entre la protefna y la coenzima, junto a aquellas estructuras utilizadas

para evaluar y validar posteriormente los potenciales estadisticos.

Base de datos de evaluacién: Para evaluar los potenciales estadisticos se creb
una base de datos de proteinas con estructura conocida y constante de
disociacion determinada para la coenzima presente en la estructura, para ello se

buscd los casos que cumplieran con estas caracteristicas denfro de la base de
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datos Binding MOAD (Hu et al. 2005), cuyo objetivo es tener una coleccion
curada manualmente de estructuras de enzimas, junto a los datos experimentales
para los ligandos que une. Del total de casos encontrados, se seleccionaron
aquellos con una estructura a una resolucién mayor o igual a 3,0 A que tuvieran
la coenzima con todos sus dtomos y en una conformacién extendida. Ademas se
excluyeron las estructuras que presentaran enlaces covalentes entre la proteina y

la coenzima.

Base de datos de validacién: Para validar los potenciales estadisticos se cre6
una base de datos de estructuras de enzimas silvestres y mutantes con estructura
conocida y constantes de disociacion determinadas para la coenzima en la
estructura. En caso de no presentar estructura las mutaciones fueron modeladas
con MODELLER 9.13 (Eswar et al. 2007) y posteriormente optimizadas
mediante protocolos de minimizacién y simulacién molecular (Feyfant et al.
2007). Ademé4s de estas estructuras, se utilizé la estructura de la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa de Leuconostoc mesenteroides (Naylor et al. 2001) para
validar la capacidad de los potenciales estadisticos de proponer mutaciones que

invirtieran la especificidad en esta enzima desde NADP a NAD preferente.
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2.2 Potenciales HEstadisticos

Este proyecto propone el desarrollo de potenciales estadisticos dependientes de la
distancia incorporando interacciones no-locales. Se define como ambiente no-
local de un atomo de la coenzima al grupo &tomos pertenecientes a la proteina
dentro de una distancia Euclidiana determinada (distancia de corte), a su vez
dividido en intervalos de distancia de 0,1; 0,2; 0,5; 1,0 o 2,0 A (tamafo de

ventana) (Figura 4).

Distancia de corte

Proteina

Figura 4. Esquema de interacciones no-locales entre Atomos de la coenzima y la proteina
a una distancia de corte y tamaiio de ventana determinados. El circulo azul representa
un atomo de la coenzima de un tipo determinado y los circulos rojos representan atomos
de la proteina de tipo carbono-aromético a vna distancia de corte determinada.
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Para poder relacionar la frecuencia de observacion de las interacciones no-locales
con su energia, lo primero a considerar es que la frecuencia relativa (f) de una
observacién es equivalente a su probabilidad (P} cuando el niimero de

observaciones tiende al infinito.
lim f=P
ey (1)
Para entender mejor esto, debemos recordar que si en un experimento se repite n
veces, de las cuales se ha observado un determinado suceso A en k de estas n

repeticiones, la frecuencia relativa (f) del suceso A es:

f=k/n (2)

Asi por ejemplo, si €l suceso A fuera que al lanzar una moneda al aire esta caiga
cara, la probabilidad de que esto sucediera en una moneda equilibrada seria de
% es decir 0,5. Por otra parte, si simulamos computacionalmente el lanzamiento
de una moneda 1.000 veces podemos ver que el valor de la frecuencia relativa a
un mayor nimero de lanzamientos tiende a 0,5 (Figura 5), lo que demuestra el
postulado inicial de que a un nimero de observaciones grande la frecuencia

relativa es equivalente a la probabilidad.
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Frecuencia relativa (f)

0,0 + 1 3 T T 1
0 200 400 600 800 1000

Numero de lanzamientos

Figura 5. Frecuencia relativa para obtener una cara en tres simulaciones
computacionales del lanzamiento de una moneda 1.000 veces.

Por lo tanto, la probabilidad con la que dos Atomos estén interactuando a una
cierta distancia r es posible calcularla a partir de la frecuencia relativa de
observaciones entre estos pares de dtomos a esa distancia. Esto siempre que el
niimero de observaciones sea lo suficientemente grande, como el que podemos

obtener de un grupo de cientos de estructuras presentes en la base de datos

PDB.

El factor de Boltzmann derivado por primera vez por Boltzmann en 1868
(Boltzmann 1896) indica que la energia de un estado (E(r)), como puede ser la

interaccién de dos Atomos a una cierfa distancia, esti relacionada con la
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probabilidad de ese estado de estar ocupado (P(r)), vale decir, con la frecuencia

relativa de esa interaccién a esa distancia dentro de la base de datos (f(r)).

P(r) = %exp (i&?) = f(r) (3)

Donde Z (del alemin Zustandssumme o “suma sobre lo estados”) es la funcién
de particién, que se define como la sumatoria de la energia de todos los estados

posibles. k es la constante de Boltzmann (0,001987 kcal/mol/K) y T es la

temperatura absoluta (K).

7 = Xn:GXP (_ZET)) (4)

r=0

Integrando la ecuacién de la funcién de particién en la ecuacién que define la
frecuencia relativa de una interaccién, podemos obtener una forma linealizada de

la energia de un estado en funcién de su frecuencia y la funcién de particién.

E(ry=—kTlhf(r)—kTlhZ (5)
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Dado que los 4tomos en las proteinas poseen caracteristicas fisicoquimicas
distintas que tienen diferentes efectos en el proceso de plegamiento, es mejor
separarlos en funciones de energias independientes en vez de utilizar f(r) que es
un promedio. La solucién a esto es usar diferentes f(r) para diferentes tipos de
atomos con propiedades fisicoquimicas similares (en mayor detalle en la seccién
2.2.1). Asf se define por ejemplo que (1) es la probabilidad de que dos tipos de
atomo i y j estén dentro de un intervalo de distancia r. Desde ahora en adelante
el superindice “ij” en los términos se refiere a un par de tipos de atomos

especificos y términos sin este superindice se referirin a un promedio.

Dada las consideraciones anteriores, la contribucién de energia de un par
individual E(r) al promedio de la energia E(r) es llamado potencial neto y

corresponde a:

AEY(r) = E9(r) — E(r) (6)

Si reemplazamos la funcién linealizada de la energia en los términos Ei(r) y E(r)

obtenemos que:
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AE”(T) = kT In f@ —kTIn ZZJ(T)

£r) Z(r) 0

Dado que Z(r) es en realidad un promedio de los diferentes Z'(r). Si la varianza
de Z4(r) sobre Z(r) no es muy grande entonces Z¥(r) deberia ser cercano a Z(r).
Es decir Z¥(r) = Z(r) lo que implica que el cociente entre estos valores es cercano
a 1, lo que hace la parte derecha de la funcién anterior sea cercana a 0, y por lo
tanto pueda no ser considerada. Bajo esta suposicién, el potencial neto de un par
de tipos de dtomos a una cierta distancia, puede ser calculado en funcién de su
frecuencia relativa en la base de datos, respecto a la frecuencia relativa promedio
en la base de datos entre cualquier par de tipos de Atomos que se encuentren a

esa distancia.

AEY = kT'hn %ff)) (8)

Como se mencioné en un comienzo, las aproximaciones anteriores son
satisfactorias si la base de datos de entrenamiento es suficientemente grande. Sin

embargo, incluso si la base de datos de entrenamiento es grande, el mimero de
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pares especificos de 4tomos puede no ser lo suficientemente grande para entregar
resultados estadisticamente vAalidos. Para minimizar la posibilidad que esto
ocurra, se debe separar la frecuencia relativa ideal de un par de tipos de dtomos
(fi(r)) de las frecuencias relativa de un par de tipos de 4tomos obtenida de una
base de datos (g¥(r)), considerando que en caso de que la base de datos sea
suficientemente grande una buena aproximacién sea que fi(r) es equivalente a
gi(r). Una aproximacién que incluye esta caracteristica fue publicada por Sippl
en 1990 y considera que f)(r) en un inicio tiene un valor cercano al promedio de
las frecuencias relativas (f(r)), y que a medida que el nimero de observaciones se

incrementa se va dando maés efecto a gi(r).

g 1 M;; .
(¥ o~ 4 J (¥]
F30) ~ o O 0) (9)
n
Mz‘j=Zf(‘i,j,T‘) (10)
=0

Donde My es el niimero de observaciones del par de tipos de &tomos i y j. Asi,
para valores pequefios de Mj esta aproximacién tiende hacia £(r), mientras que si

M; tiende al infinito la aproximacién tiende hacia g®(r) (Figura 6).
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Por otra parte, sigma(c) es el peso estadistico que representa el nimero de
observaciones necesario para que las variables gi(r) y f (x) tengan el mismo peso
dentro de la funcidén. Asf por ejemplo, si utilizamos un peso estadistico de 0,02 o
1/50 esto significa que para 50 observaciones las variables g¥(r) y f(r) tendran el
mismo peso, es decir los términos que acompafian a gl{r) y f(r) se hace 0,5
(Figura 6). Sobre este ndmero de observaciones la funcién tiende hacia gi(r), es
decir, hacia valores extraidos directamente de la base de datos, y si el nimero de
observaciones es inferior a 50 observaciones la funcién tendera hacia f(r), vale

decir, al promedio de las frecuencias relativas para todas las interacciones.

i MijO'

f g0 )

~1+Mja'

== T&mino 2

— Término 1

0 200 400 600 300 1000

Ntimero de observaciones (M%)

Figura 6 Aproximacién de Sippl para la funcién fi(r). Las lineas azul y roja muestran
los valores que toman en la aproximacién los términos que acompafian a f(r) y gi(r),
respectivamente. Se sefiala en el grifico mediante una linea punteada el numero de
observaciones a la que los términos tienen el mismo peso utilizando un o=0,02.
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Finalmente, integrando la aproximacion de Sippl dentro de la férmula para el
célculo del potencial neto de un par de tipos de idtomos, se obtiene una férmula
que permite relacionar las frecuencias calculadas a partir de estructuras con
energias.

)

AEY(r) = kT'In (1 + M;j0)—kTn | 1+ Mjjo

En esta férmula, gi(r) es la frecuencia relativa del par de tipos de dtomos iy j a
una distancia especifica r. Es decir, el niimero de observaciones i)ara el par de
tipos de Atomos i y j a una distancia especifica, respecto al nimero de
observaciones para ese mismo par de tipos de Atomos i y j a cualquier distancia

(My).

fG,3,7)

G
g (r) = (12)
]\/Iz'j

Por otra parte, f(r) es la frecuencia relativa de cualquier par de tipos de dtomos
a una distancia especifica r, es decir, el nimero de observaciones para cualquier
par de tipos de atomos a una distancia especifica, respecto al nimero de

observaciones para cualquier par de tipos de Atomos a cualquier distancia.
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?:n=0 z;L:O f(?’:J: T)

D0 25=0 2= S8 s T)

(13)

fr) =

Para entender mejor como es que se aplican estas férmulas podemos ver los
perfiles que tienen estas funciones (Figura 7). Dado que gi(r) representa la
frecuencia relativa de un par de tipos de Atomos especificos en las estructuras de
la base de datos. Esta funcién tiene comunmente un perfil que va en incremento
a mayor distancia, dado que a mayor distancia de un Atomo mayor es la
cantidad de dtomos presentes, y poseerd un maximo a la distancia donde es méas
probable encontrar este par de &tomos interactuando (Figura 7-a). Por otra
parte, f(r) que es la frecuencia relativa de observar cualquier par de tipo de
dtomos 1 y j, esta tiene un perfil que va en incremento lineal a medida que las
distancia aumenta (Figura 7-b). Cuando hacemos la razén de los valores de gi(r)
y f(r) obtenemos una funcién que representa la diferencia en nimero de veces
entre la frecuencia relativa de observar un par de tipos de Afomos i y j
especificos, respecto a la frecuencia promedio de una observacién. Por lo tanto, si
este par de tipo de atomos es mds frecuente observarlo que el promedio a una

distancia determinada, tendrd un cociente superior a cero en dicha distancia
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(Figura 7-c). Al integrar este cociente en la formula de Sippl da como resultado
una funcién de energia determinada por la distancia a la que los tipos de atomos
i y j se encuentran. Dicha funcién tendrd un valores positivos a las distancias
donde no se observan interacciones, seguido de un minimo energético a la
distancia donde dichas interacciones son mds frecuentes observarlas, respecto al
promedio, para finalizar en una funcién que tiende a 0 para distancias donde el
niimero de observaciones entre los tipos de dtomos i y j es similar al promedio
observado para cualquier par de tipos de atomos (Figura 7-d). Esto dltimo
debido a que si las frecuencias relativas g¥(r) y f(r) son similares, el cociente
entre estos es cercano 1 lo que integrado en la formula de Sippl da una energia

cercana a (.

A pesar de que esta aproximacién es estadistica en naturaleza y la coherencia
con interacciones fisicas reales no es aun clara (por eso es que son lamadas
pseudo-energias), su utilidad y consistencia ha sido probada en miiltiples

publicaciones (Jones et al. 1992; Sippl 1993a; Sippl 1993b).
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Figura 7. Perfiles de pseudo-energia para las variable calculadas durante el desarrollo de
los potenciales estadisticos. Los perfiles estdn calculados utilizando una distancia de
corte de 7,0 A con un tamafio de ventana de 0,2 A. Una descripcién detallada de cada
grafico puede ser encontrada en las Paginas 30 y 31.

2.2.1 Tipos de atomos
Como mencionamos en la seccién anterior todos los Atomos tienen propiedades

fisicoquimicas distintas, por lo que no pueden ser considerados como diferentes
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durante el cdlculo de los potenciales estadisticos, pero tampoco podemos
considerar a cada &tomo como independiente (160 tipos Atomos en los 20
aminoicidos y 44-48 tipos de &tomos en la coenzima) dado que estas
aproximaciones matematicas precisan de un nimero frecuencias cuantificadas lo
més grande posible para que el célculo sea estadisticamente significativo. La
solucion a esto es que tanto los Atomos en la coenzima como en la proteina con
propiedades fisicoquimicas similares sean agrupados en tipos de 4tomos. En este
trabajo, los tipos de atomos en la proteina y la coenzima fueron asignados segtin
la definicion SYBYL (Clark et al. 1989) la cual los clasifica seglin sus
propiedades fisicoquimicas y conectividad. Se utilizaron 12 tipos de 4tomos para
los 20 aminoAcidos proteinogénicos (Figura 8) y 10 tipos de Atomos para las

coenzimas (Figura 9).
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N® Cadigo Definicién
1 0.2 Oxigeno sp?
2 0.3 Oxigeno sp?
3 N.2 Nitrégeno sp®
4 Nam Nitrégeno de amida
5 Q.co2 Oxigeno de carboxilo
6 N.pl3 Nitrégeno trigonal planar
7 C.cat Carbono unido a N+
8 N4  Nitrégeno sp? cargado -+
9 C.ar Carbono aromdtico
10 c.2 Carbono sp?
11 C.3 Carbono sp?
12 83 Azufre sp?
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Figura 8. Definicibn de tipos de atomos SYBYL para los 20 aminoicidos
proteinogénicos. En la tabla se identifica el mimero que le corresponde a cada definicién
de tipo de Atomo, el cual es asignado en las estructuras moleculares de los aminodcidos.
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N2 Cédigo Definicién .
1 02 Oxigeno sp? /";,, A g‘{csﬁ.‘\” 7
2 0.3 Oxigeno sp* 8‘33< ”s '
3 N3 Nitrégeno sp® NAD (P) 3\N%-'SC¢A\N‘/(C2AH
4 Nam  Nitrégeno de amida 2 ) . 1":’3 ik
1
5 0O.co2 Oxigeno de fosfatos "i—.tlg S0 . ?4{ "Bl T
8 S0~co b P £ 2 0.x
6 P3 Fosforo sp? /’/E 2 cs\y‘ A \’m 3 /Z‘NOI\Q, /058\%0{?}@;2 1 . /\"z'a/s 2
7 Nar Nitrégeno aromético BT L €0 105 6Pa 5 Y
¢ . e ! N8 1o c?g 7"":10/ %, 0,8 Gl \03X5
8 Car Carbono arcmético S =l 2 dy 2 oA 2
9 C.2 Carbono sp? ) /:93 5 d
10 Ca3 Carbono sp* O;N_;CR
N7N4

Figura 9. Definicién de tipos de 4dtomos SYBYL para los dtomos de las coenzimas
NAD(P). En la tabla se identifica el niimero que le corresponde a cada definicién de
tipo de Atomo, el cnal es asignado en las estructuras moleculares de las coenzimas.

2.3 Caracterizacién de los sitios de unién de NAD(P)

Con el propésito de identificar aquellos residuos aminoacidicos més frecuentes y
su ubicacién dentro de los sitios de unién de NAD(P), cuantificamos el
porcentaje de estructuras dentro de la base de datos de entrenamiento, que
tuvieran tipos de &tomos asociados a aminoéacidos proteinogénicos interactuando

con. diferentes regiones de la coenzima.

Como se menciond en el parrafo anterior los tipos de atomos de la proteina
fueron utilizados como identificadores de los residuos aminoacidicos presentes,
asi por ejemplo la presencia de un dtomo de nitrégeno sp® cargado positivamente

en la proteina indica la presencia de una lisina. Otro ejemplo es que la presencia
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de oxigeno sp?® indica la presencia de un residuo de treonina, serina o tirosina
(Tabla 3). Para facilitar la comprensién del andlisis la coenzima fue dividida en
5 regiones: adenina, ribosa adyacente a la adenina, difosfato, ribosa adyacente a
la nicotinamida y nicotinamida.

Tabla 3. Tipos de dtomos de la proteina asociados a aminoacidos proteinogénicos.

II:IPO de Definicién Aminoacidos
atomo
0.3 Oxigeno sp® Thr, Ser, Tyr
N.2 Nitrégeno sp? His
O.co2 Oxigeno de carboxilo Asp, Glu
C.cat Carbono unido a N+ Arg
N4 Nitrégeno sp® cargado + Lys
C.ar Carbono aromético Trp, Tyr, Phe
S.3 Azufre sp? Met, Cys

Para cada uno de los aminodcidos interactuando con las diferentes regiones se
asocié el porcentaje de estructuras correspondiente a la distancia maxima a la
que estas interacciones puedan formarse (4 A para puentes de hidrégeno y 6 A

para interacciones electrostiticas o arométicas).
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2.4 Evaluacion y validaciéon de los potenciales estadisticos

Utilizando los potenciales estadisticos es posible asignar a cada uno de los
atomos de una profeina la pseudo-energfa que aportard a la unién de la
coenzima. Esta pseudo-energia dependeri del tipo de atomo al que pertenece y
con qué tipos de Atomos de la coenzima se encuenira a una distancia
determinada. La sumatoria de la pseudo-energia de todos los atomos del sitio de
unién de la coenzima a un radio determinado es lo que llamamos la pseudo-

energia del sitio de unién.

radiodecorte n n .
Pseudo—energia = ) ) ) Y AEY(r) (14)
d i J

El pardmetro experimental con que se comparara esta pseudo-energia del sitio de

unién sera la energia libre calculada a partir de constante de disociacién.

AG°=RT'lnKp (15)

Se calculé la pseudo-energia de los sitios de unién de la coenzima en las
proteinas de la base de datos de evaluacion utilizando potenciales estadisticos

obtenidos a radios de corte entre 3 y 20 A y tamafios de ventana de 0,1, 0,2, 0,5,
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1,0 y 2,0 A. Estas pseudo-energias junto a las energias libres de los complejos
fueron sometidas a un analisis de correlacion utilizando el programa GraphPad
Prism 6 (GraphPad Software, Inc), con el objetivo de determinar los pardmetros
del potencial estadistico (tamafio de ventana y distancia de corte) que entrega el
mejor coeficiente de correlaciéon de Pearson (R). Utilizando los potenciales
estadisticos calculados con los parametros con mejor correlacién se calculd la
pseudo-energia de los sitios de union de la coenzima en las estructuras de la base
de datos de validacién y se correlacioné con la energia libre de estos complejos

con el objetivo de validar los potenciales estadisticos.
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3. Resultados

En este trabajo buscamos extraer informacion desde las frecuencias de
interaccién entre Atomos de la proteina y la coenzima, observadas en bases de
datos de estructuras de estos complejos para generar potenciales estadisticos.
Por lo tanto, como primera etapa, se describe el proceso inicial de la. generacién

de potenciales estadfsticos que se denomina “Entrenamiento”.

3.1 Entrenamiento de potenciales estadisticos

3.1.1 Generacion de una base de datos de estructuras de complejos
proteina-NAD(P)

Se encontraron en la base de datos PDB un total de 2429 estructuras
determinadas por difraccién de rayos-x (archivos en formato PDB), incluyendo
estructuras redundantes, con las coenzimas NAD y NADP. De ellas, 1016
correspondieron a complejos con NAD y 1413 a complejos con NADP. Para estos
conjuntos de estructuras se cuantifico el porcentaje de estructuras, en funcién de
la cantidad de atomos en la coenzima, su extensién y la resolucion cristalografica
del complejo. De esta forma, el 95% de las estructuras con NAD presentaron a la

coenzima con todos sus Atomos (44 &tomos), mientras que el 93% de las
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estructuras con NADP presentaron a la coenzima con todos sus dtomos (48

dtomos) (Figura 10).

NAD

95,67% 44 atomos 93,30% 48 atomos

Figura 10. Distribucién del niimero de atomos de la coenzima en las estructuras de la
base de datos PDB.

~ Como se describid en Materiales y Métodos, la extensidn de la coenzima
considera la distancia entre el carbono-6 en la adenina y el carbono-2 en la
nicotinamida. En los complejos con NAD las distancias més frecuentes se
observaron entre 14 y 15 A, mientras que las estructuras con NADP presentaron
una mayor frecuencia a 17 A, pero también para distancias de 14 y 15 A (Figura
11-a). Respecto a la resolucién cristalografica, observamos que para ambas
coenzimas la mayor frecuencia es 2 A. Sin embarpgo, para las estructuras con
NADP la distribucién muestra un sesgo hacia valores menores, es decir, en
general corresponden a estructuras con mejor resolucién cristalogrifica (Figura
11-b).
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Figura 11. Extensién de la coenzima (a) y resolucién (b) de las estructuras en la base de
datos PDB.

Luego de filtrar por resolucién, completitud y extensién el conjunto se redujo a
2065 estructuras, 920 de ellas con NAD y 1145 con NADP. La estrategia general
se describe en la Figura 12. En este punto, se aplicd un filtro de redundancia
para evitar tener una sobre-representacién de estructuras muy similares en
secuencia. Finalmente, se excluyé un conjunto de estructuras que luego fueron
utilizadas para evaluar y validar los potenciales estadisticos, mientras que al
mismo tiempo se descartaron las estructuras con enlaces covalentes entre la
coenzima y la proteina. Asi, la base de daftos de entrenamiento para los
potenciales estadisticos de NAD consté de 359 estructuras y la de NADP de 330
estructuras (lista disponible en Anexos). Con la generacién de esta base de datos

se da por completado el objetivo especifico 1-a.
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2429 PDBs
1016 NAD

Resolucién > 3A
Cofactor completo y extendido
No redundante (70% identidadil\

(1413 NADP
-

Excluir estructuras para evaluar y
validar

-

L

689 PDBs

359 NAD
330 NADP

J

Figura 12. Esquema de la creacién de la base de datos de entrenamiento. Los criterios

de filtro utilizados se indican adyacente a la flecha.

3.1.2 Aminoacidos mas frecuentes en los sitios de unién de NAD(P)

Las frecuencias que utilizaremos para luego calcular los potenciales estadisticos,

se cuantificaron primero en términos del porcentaje de estructuras que forman

una determinada interaccién entre tipos de Atomos en cadenas laterales de

aminoacidos especificos (Tabla 3 en Materiales y Métodos) y las 5 regiones de la

coenzima (adenina, ribosa adyacente a la adenina, difosfato, ribosa adyacente a

la nicotinamida y nicotinamida). A continuacién se describe para cada regién de

la coenzima, los residuos que interactian en més de un 10% de los sitios de

unién de NAD o NADP. La Figura 13 resume las observaciones para ambas

coenzimas.
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Adenina: En los sitios de unién de NADP, los anillos de la adenina se
encuentra en un 65% de las estructuras estableciendo una interaccién catién-n
con argininas y en un 20% con residuos arométicos como Trp/Tyr/Phe. Por otra
parte, en los sitios de unién de NAD la presencia de un residuc de arginina que
ejerce esta funcién es mucho menor, en comparacion con los sitios de unién de
NADP, ocurriendo solo en el 15% de las estructuras. En el caso de los residuos
aromaticos, la frecuencia con que observamos una interaccion con esta regién es

levemente mayor en las estructuras con NAD que con NADP.

Tanto en los sitios de unién de NAD como a NADP encontramos la presencia,
en un 35-40% de los casos, de un residuo de carga negativa (Asp o Glu) que
forma un puente de hidrégeno con el nitrégeno-6 de la adenina. También
encontramos, en menor medida, un grupo hidroxilo de residuos de Thr/Ser/Tyr
que forma un puente de hidrégeno con la adenina en ambas coenzimas. Esto es

importante para el correcto posicionamiento de la coenzima en el sitio de unién.

Ribosa adyacente a la adenina: La presencia del grupo 2'-fosfato en NADP,

da como resultado que generalmente encontremos una carga positiva
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interactuando electrostiticamente con esta regién. Siendo en su mayoria arginina
(70% de las estructuras), seguido por lisina (30% de las estructuras). Cabe
destacar que esta arginina es la misma que forma una interaccion catién-r con el
los anillos de la adenina ya descrito. Adicionalmente, se observa que el fosfato-2’
forma en el 50% de las estructuras una interaccién por puente de hidrégeno con
residuos como Thr/Ser/Tyr. Estos residuos también forman puentes de

hidrégeno con los hidroxilos 2’ y 3’ de NAD en un 15% de los casos.

En los sitios de unién de NAD, encontramos en el 70% de las estructuras, un
residuo de carga negativa (Asp o Glu)} que presenta un puente de hidrégeno
bidentado con los hidroxilos de la ribosa. Solamente en el 10% de las estructuras

encontramos una lisina que forma puentes de hidrégeno con estos hidroxilos.

Difosfato: En los sitios de unién de ambas coenzimas se encontré que en un 20-
25% de las estructuras estd presente un residuo Arg que interactia por
complementariedad electrostdtica, o un residuo de Thr/Ser/Tyr que forma un

puente de hidrégeno con los oxigenos de esta regién.
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Ribosa adyacente a la nicotinamida: En los sitios de unién de ambas
coenzimas encontramos con frecuencias similares residuos que forman puentes de
hidrégeno con los hidroxilos 2’ y 3’ de esta regién. Siendo maéas frecuente la
presencia de una lisina (30-35%), luego Thr/Ser/Tyr (25-30%) y finalmente

Asp/Glu (15-20%).

Nicotinamida: En ambas coenzimas, este anillo interactiia en un 35% de las

estructuras con residuos arométicos como Trp/Tyr/Phe mediante interacciones

por apilamiento entre sus nubes electronicas.
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Porcentaje de estructuras

@@ @ @ @) () ()

Figura 13. Residuos aminoacidicos mas comunes en los sitios de unién de NAD(P).
Cada circulo representa la cadena lateral de un aminoicido. El tamaifio del circulo
indica el porcentaje de estructuras de la base de datos de entrenamiento que presenta
este aminoécido interactuando con cada regién de la coenzima.
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3.1.3 Potenciales estadisticos: perfiles de pseudo-energia

De acuerdo con la definicién SYBYL es posible catalogar 12 tipos de &tomos en
los aminodcidos de las proteinas y 10. tipos de &tomos en los dinucledtidos de
nicotinamida adenina (Figuras 8 y 9). Por lo tanto, se calcularon perfiles de
pseudo-energia para los 120 pares de interacciones posibles, para los complejos
con NAD o NADP, usando la formula de Sippl (Ecuacién 11) usando como

pardmetros de 0=0,02 y RT=0,582 kcal/mol (Ferrada & Melo 2007).

Para una interaccién especifica, los perfiles de pseudo-energia observados en las
estructuras con NADP y NAD, fueron comparados con el fin de determinar los
rasgos caracteristicos de cada sitio de unién. Particularmente, analizamos
interacciones de tipo puentes de hidrégeno, electrostiticas, catién-r y también
interacciones entre residuos aromaticos y carbonos en grupos arométicos en la

coenzima.

Puentes de hidrégeno
Una interaccién importante en la nicotinamida de las coenzimas se da entre el

nitrégeno de un grupo amida (definido como N.am en la clasificacién SYBYL) y
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oxigenos sp? en la protefna (definido como O.2 en la clasificacién SYBYL)
(Figura 14-a). Vemos que los perfiles de pseudo-energia son equivalentes para
NAD y NADP, con un minimo de -1,4 keal/mol a 3 A, Io que es clasificado como
un puente de hidrégeno moderado 2, seguido de un pico de energia positivo,
conocido como “locking elbow”, caracteristico de puentes de hidrégeno formados
por la cadena principal cuando constituyen estructuras secundarias en las
proteinas (Sippl 1996), debido a que para formarse requiere de energia (para
sobrepasar la barrera energética), pero una vez que esta formado es mas dificil

de romperse.

Otro perfil de pseudo-energia que resulté similar entre las coenzimas es el de la
interaccién entre oxigenos de grupos fosfato (0.co2) y el nitrégeno del grupo
amidas (N.am) en la proteina (Figura 14-b). Este tipo de puente de hidrégeno se
da generalmente entre el grupo difosfato de la coenzima y la cadena principal de

glicinas (Kleiger & Eisenberg 2002). Los perfiles de energia muestran un minimo

# Clasificacién de los tipos de puentes de hidrégeno segiin su distancia (Jeffrey 1997)
» Fuertes entre 2,2-2,5 A
» Moderados entre 2,5-3,2 &
¢ Débiles entre 3,2-4,0 A
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de energia de -1,4 kecal/mol a los 3 A, manteniendo una energfa favorable hasta

los 4 A.

Por lo contrario, una de las diferencias mayores entre NAD y NADP, se da para
el perfil de pseudo-energfa del puente de hidrégeno entre oxigenos sp® (0.3) en la
coenzima y oxigenos de carboxilatos (0.co2) en la protefna (Figura 14-c). Esta
interaccion es frecuente entre los hidroxilos-2’ y 3’ de las ribosas con carboxilatos
de Asp y Glu. Los perfiles muestran un minimo de pseudo-energia a una
distancia de 2,5 A, lo que es clasificado como un puente de hidrégeno fuerte 2, el
cual es més negativo para el potencial estadistico de NAD que de NADP (-2,5
kcal/mol y -1,6 kcal/mol, respectivamente). El valor menocs negativo en la
funcién que describe esta interaccion con NADP es explicada por un valor menor
en el factor My (que simplemente consiste en el total de observaciones para un
par especifico de dtomos - Ecuacién 10). Efectivamente, en el caso de los sitios
para NADP se registra un niimerc menor de observaciones debido a la repulsion
entre el fosfato-2’ y las cargas negativas. Si observamos en detfalle los perfiles,

vemos que el potencial estadistico de NADP tiene un “locking elbow”, lo que
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indica que para que esta interaccién sea formada se requiere de mayor energia

que en los sitios de NAD.

Finalmente, el perfil de energia para el puente de hidrégeno de energia mas
negativa para la interaccién entre estas coenzimas y las proteinas corresponde a
aquel formado entre oxigenos de los grupos fosfato (O.co2) en la coenzima y los
oxigenos sp® (0.3) en la protefna (Figura 14-d). Estos tltimos corresponden a
hidroxilos en las cadenas laterales de Thr/Ser/Tyr. Observamos para esta
interaccién perfiles de energia para NAD y NADP con un minimo de energia a

una distancia de 2,5 A de -2,5 keal/mol y -2,8 kcal/mol, respectivamente.
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Figura 14. Perfiles de pseudo-energia para interacciones de tipo puentes de hidrégeno. A
la izquierda se muestra el perfil de pseudo-energia para los tipos de Atomos indicados
(parte superior-central de cada grifico) pertenecientes a la coenzima (C) y la proteina
(P). A la derecha se muestra un ejemplo de cada tipo de interaccién, encontrado en la
estructura cuyo cédigo PDB se indica en la parte superior de cada imagen.
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Interacciones electrostaticas

Para estudiar las interacciones electrostdticas, observamos los perfiles entre tipos
de 4tomos asociados a cargas negativas en las coenzimas y cargas positivas en las
proteinas. Especificamente, observamos la interaccion entre oxigenos de los
grupos fosfato {0O.co2) en la coenzime y, tanto el nitrégeno trigonal planar
(N.pl3) como el nitrégeno sp3 (N.4), cargados positivamente en la proteina,

segin se muestra en la Figura 15-a y -b, respectivamente.

Para el primer caso, una interaccién frecuente ocurre entre los fosfatos de la
coenzima y cadenas laterales de argininas. Los perfiles de energia para esta
interaccién tienen un minimo de pseudo-energia entre -2,0 y -2,2 kcal/mol, & una
distancia de 2,5-3,0 A. Adicionalmente, vemos que este tipo de interaccién es de
mayor alcance que los puentes de hidrégeno, ya que mantiene pseudo-energias

favorables y atractivas hasta log 6 A.

La segunda interaccién ocurre entre los fosfatos de la coenzima y el nitrégeno de
la cadena lateral de lisinas. Para esta interaccién se observa un perfil de pseudo-

energia similar a la interaccién electrostdtica con arginina, con un minimo de
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energia entre 2,5-3,0 A, con un valor de -2,3 keal/mol para NAD y -2,2 keal/mol
para NADP. Los perfiles ademéds muestran tener mayor alcance en los sitios de

NADP que en los de NAD.
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a
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Figura 15. Perfiles de pseudo-energia para interacciones electrostaticas. A la izquierda se
muestra el perfil de pseudo-energfa para los tipos de 4dtomos indicados (parte superior-
central de cada grifico} pertenecientes a la coenzima (C) y la proteina (P). A la derecha
se muestra un ejemplo de cada tipo de interaccion, encontrado en la estructura cuyo
c6digo PDB se indica en la parte superior de cada imagen.
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Interacciones Catién-m

La interaccién catién-r es una interaccién molecular no covalente entre la cara
de un sistema pi, rico en electrones, con un catién. Una interaccién comin de
este tipo se da enire la adenina de las coenzimas y cadenas laterales de
argininas. Para esta observacién, nos focalizamos en el perfil de la interaccion
entre nitrégenos sp® (N.3) en las coenzimas y nitrégenos trigonal planar (N.pl3)
en la proteina. En la Figura 16 se observa un minimo energético a 4,5 A con
valores de pseudo-energia mas favorables para NADP que para NAD. Mientras
el perfil para NAD muestra un minimo de -0,5 kcal/mol, para NADP tiene un
minimo de -1,2 kecal/mol. Esta diferencia se debe a la menor frecuencia de esta
interaccién en los sitios de NAD, ya que en los sitios de NADP la presencia del
grupo fosfato-2’ conduce a un incremento de las interacciones observadas con
Arg (Figura 13). Si observamos detalladamente el perfil para NADP en la Figura
16, vemos que no tiende a cero, sino que toma valores positivos después de los 10
A. Esto es comin en las interacciones electrostiticas en proteinas, como por
gjemplo entre el grupo guanidino de Arg y el carboxilato de Asp (Sippl 1996).
Sin embargo, atin no ha sido descrito el fenémeno molecular que explica esta

caracteristica. Por otra parte, esta funcion toma valores negativos para ambas
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coenzimas bajo los 6,5 A, es decir, tienen un alcance mayor a una interaccién de

puente de hidrégeno.
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£
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Figura 16. Perfiles de pseudo-energia para la interaccion catién-m entre la adenina de las
coenzimas y cadenas laterales de arginina. A la izquierda se muestra el perfil de pseudo-
energia para los tipos de 4tomos indicados (parte superior-cenfral de cada grafico)
pertenecientes a la coenzima (C) y la proteina (P). A la derecha se muestra un ejemplo
de cada tipo de interaccién, encontrado en la estructura cuyo cédigo PDB se indica en
la parte superior de cada imagen.
Interacciones aromaticas
La Figura 17 muestra los perfiles de pseudo-energia para las interacciones entre
carbonos arométicos (C.ar) en las coenzimas y carbonos arométicos (C.ar) en las
cadenas laterales de Phe, Trp y Tyr. Se observan minimos energéticos a una
distancia similar a las interacciones catién-n, pero con un valor de -0,3 kecal/mol

para ambas coenzimas, es decir menor a los tipos de interaccién ya descritos. Sin

embargo, toma valores cercanos a cero recién alrededor de los 9 A, por lo que
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puede ser considerada como una funcién de mayor alcance que las demas

interacciones.
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Figura 17. Perfiles de energia para la interaccién aromética entre el anillo de
nicotinamida en las coenzimas y residuos aromaticos. A la izquierda se muestra el perfil
de pseudo-energia para los tipos de dtomos indicados (parte superior-central de cada
grafico) pertenecientes a la coenzima (C) y la protefna (P). A la derecha se muestra un
ejemplo de cada tipo de interaccién, encontrado en la estructura cuyo cédigo PDB se

indica en la parte superior de cada imagen.

Con la derivacién de estos potenciales estadisticos para NAD y NADP que
incluyen perfiles de pseudo-energia para distintos tipos de interaccién se da por

completado el objetivo especifico 2.

3.2 Evaluacion de los potenciales estadisticos

En esta etapa, usando los potenciales estadisticos obtenidos para los 120 tipos de
interaccién posibles con cada coenzima, se calculd la pseudo-energia total de los

sitios de unién de los complejos proteina-coenzima, en una base de datos

96




3. RESULTADOS

independiente a la de entrenamiento. El objetivo fue determinar los valores de
parametros de los potenciales estadisticos que entreguen la mejor correlacién
entre las pseudo-energias calculadas y las energias libres de unién, determinadas
experimentalmente para estos complejos. De esta manera, se espera que la
asignacién de un determinado valor de pseudo-energia a la estructura de un sitio

con su ligando unido, refleje la afinidad de dicho sitio.

Se encontraron en la base de datos Binding MOAD (Hu et al. 2005), 77
proteinas con estructura conocida y constantes de disociacidon determinadas para
la coenzima presente en la estructura. Se filtré6 por resolucién, completitud,
extensién y exclusién de las estructuras con enlaces covalentes entre la coenzima
y la protefna, del mismo modo en que se procedié con la base de datos de
entrenamiento. Se obtuvo un total de 51 estructuras, 27 como complejo con
NAD y 24 como complejo con NADP. Para cada estructura se calculé la pseudo-
energia total, usando diferentes distancias de corte y tamafio de ventana. Se
graficaron las pseudo-energias obtenidas para cada complejo, versus los
correspondientes valores de cambio de energfa libre de unién (AG®), y se obtuvo

el coeficiente de correlacion de Pearson, R. En la Figura 18 se observa la
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dependencia de R con la distancia de corte, para diferentes tamafios de ventana.
Para los sitios de NAD se observa un coeficiente de correlaciéon méaximo de 0,76
a una distancia de corte de 15 A, usando un tamafio de ventana de 0,5 A. Por
otra parte, los sitios de NADP muestran un coeficiente de correlacién maximo de

0,74, a una distancia de corte de 4 A con un tamadio de ventana de 0,5 A.

Los potenciales estadisticos para NAD presentan un ripido incremento de la
correlacién entre 3 y 5 A de distancia de corte. De ahi en adelante, aumenta de
manera mas discreta hasta llegar a un méximo en 15 A, para disminuir
paulatinamente hasta los 20 A. Al observar el efecto de los diferentes tamafios
de ventana, podemos observar que en general se obtiene una mayor correlacion a
un mayor tamafio de ventana. S6lo el tamafio de ventana de 2 A posee una

correlacién peor que el tamafio de ventana de 0,1 A.

A diferencia de NAD, los potenciales estadisticos para NADP, muestran que el
coeficiente de correlacion se incrementa riapidamente con la distancia de corte
entre 3 y 4 A, para posteriormente disminuir gradualmente, llegando a valores

cercanos a cero alrededor de 12 A (Figura 18). Luego no se observan cambios
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hasta los 20 A. Por otra parte, observamos que a diferencia de los potenciales
estadisticos para NAD, en los potenciales estadisticos para NADP a menor
tamaifio de ventana se obtiene mayor valor de R, con excepcion del tamafio de

ventana de 2 A, a distancias de corte superiores a 12 A.
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Figura 18. Evaluacién de los potenciales estadisticos. Se muestra el coeficiente de
correlacién obtenido (eje y) para cada distancia de corte (eje x) y tamafio de ventana
analizado (colores). En el grafico interno se muestra el anélisis de correlacién para los
pardmetros con la mejor correlacion.
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Luego de haber evaluado los potenciales estadisticos para NAD y NADP, y
determinar los parametros que permiten una mejor correlacién entre las pseudo-
energias de los sitios de unién con los datos experimentales, damos por

completado el objetivo especifico 3.

3.3 Validacion de los potenciales estadisticos

La energia de unién de una proteina por su ligando estd determinada por las
interacciones establecidas con los residuos que componen el sitio de unién.
Experimentalmente, el aporte de la cadena lateral de un residuo a la energia de
unién de NAD(P) puede ser estimado mediante la comparacién con la energia
libre de unién de la mutante por Ala de dicho residuo, respecto del valor en la
enzima silvestre. Por otra parte, el reemplazo de miiltiples residuos en un sitio
de unién de NAD(P), con el objetivo de cambiar la especificidad, puede
incrementar o disminuir la energia de unién de la coenzima. Entonces, usando
los parametros de distancia de corte y tamaific de ventana obtenidos en la etapa
de evaluacién, se espera que los potenciales estadisticos sean capaces de
representar el efecto de mutaciones en los sitios de NAD(P), sobre la energia de

unién del compiejo.
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En los casos que se describen a continuacién (base de datos de validacién)
analizamos el efecto de mutaciones en la pseudo-energia del sitio unidn,
calculada a partir de estructuras cristalograficas o modelos in silico. Estos
valores de pseudo-energia fueron comparados con las energias libres para estos
complejos, con el propésito de determinar si un incremento en la energfa libre se

relaciona con un incremento en la pseudo-energia del sitio de unién o yiceversa.

3-a-hidroxiesteroide deshidrogenasa

Se utilizd para este analisis la enzima 3-o-hidroxiesteroide deshidrogenasa de
Comamonas {iestosteroni, cuya estructura cristalogrifica fue determinada
(Grimm et al. 2000) y sus constantes de disociacién establecidas para la enzima
silvestre y las mutantes por alanina de residuos claves en la unién de NAD

(Chang et al. 2010).

Para cada &dtomo del bolsillo de unién de NAD (Figura 19-a) se calculs la

pseudo-energia y la Figura 19-b permite visualizarla como lo que llamamos

superficie de pseudo-energia.
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Psoudo-energla
(kcal /mol})

Figura 19. Sitio de unién de NAD en la enzima 3-c-hidroxiesteroide deshidrogenasa de
Comamonas testosteroni, representado como cadenas laterales de los residuos y
estructuras secundarias (a) o superficie, donde los colores representan la pseuldo-energia.
de cada itomo (b). El color de la superficie oscila desde azul, para pseudo-energias
negativas, a rojo, para pseudo-energias positivas, cubriendo +3 kecal/mol (barra de
colores). En cada imagen se sefialan con flechas los residuos mencionados en el andlisis.

La Tabla 4, indica que el valor de pseudo-energia calculado para las diferentes
mutantes sigue la misma tendencia de cambio que los valores experimentales de

AG" Es decir, el potencial estadistico es capaz de predecir que la pérdida de

afinidad por NAD es mayor para la mutacion de Lys159 que para Asn86.
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Tabla 4. Energia libre y pseudo-energia con NAD a la enzima 3-o-hidroxiesteroide
deshidrogenasa de Comamonas testosteroni y a mutantes de esta enzima disefiadas para
cambiar su especificidad por esta coenzima. En la parte inferior de la tabla se muestira
el coeficiente de correlacién de Pearson (R) entre las energias libres y las pseudo-
energias, magnitudes que fueron calculadas utilizando una temperatura de 298 K.

NAD
Kb AG° Pseudo-energia
(uM) (kcal/mol) (kcal/mol}
Enzima silvestre 2,8 -7,44 -98,3
NB86A 22 -6,24 -93,9
K159A 210 -4,93 -85,0
R=0,99

Por otra parte, la superficie de pseudo-energia revela la existencia de otros
residuos claves en la unién del dinucle6tido como Asp32, que forma un puente de
hidrégeno bidentado con la ribosa adyacente a la adenina, Asp4l que forma un
puente de hidrégeno con el nitrogeno-6 de la adenina y Thrll que forma un
puente de hidrégeno con el hidroxilo-3’ de la ribosa adyacente a la adenina,

entre otros.

Acido 2,5-diceto-D-glucénico reductasa
Hoy en dia, determinar la estructura cristalografica de una proteina puede ser
una tarea a menudo dificil y que en general toma bastante tiempo. A pesar de

esto, algunos estudios enfocados a cambiar la especificidad por estas coenzimas
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en proteinas han utilizado estructuras cristalograficas como fundamento, tanto
para proponer mutaciones, como para explicar los efectos de las mutaciones en
las interacciones con las coenzimas. En la mayoria de los casos no es posible
contar con una estructura cristalografica de las proteinas silvestre o mutantes
estudiadas. Esto, en principio nos impediria aplicar los potenciales estadisticos
en estas enzimas con el propdsito de estudiar la contribucion de los residuos del
sitioc de unién a la energia de unién de la coenzima. Por ello, quisimos estudiar
modelos #n silico en la prediccién del efecto de mutaciones sobre la energia de
unién de la coenzima. Para esto analizamos la estructura de la enzima Acido 2,5-
diceto-D-glucénico reductasa de Corynebacterium sp., de la que sodlo se dispone
la estructura cristalografica de una mutante cuadruple con la especificidad
modificada a favor de la unién de NAD (Sanli et al. 2004). A partir de esta
estructura se modelaron las estructuras de la enzima silvesire y las mutantes
F22Y/A272G y K232G/R238H como complejo con NAD. Se determiné para la
estructura cristalogrifica y cada modelo la pseudo-energia del sitio de unién de

NAD (Figura 20).
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Enzima Mutante

PDB ID 1M6H - F21Y/K232G/R238H/A272G
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Figura 20. Pseudo-energia de los sitios de unién de NAD a la enzima Acido 2,5-diceto-
D-glucénico reductasa de Corynebacterium sp. (a), y a la mutante F22Y/K232G/
R238H/A272G (b). El color de la superficie oscila desde azul, para pseudo-energias
negativas, a rojo, para pseudo-energias positivas, cubriendo +3 kcal/mol (barra de
colores). En cada imagen se sefialan con flechas los residuos mutados.

La Tabla 5 muestra que las pseudo-energias se incrementan producto de las
mutaciones en la misma medida que el incremento en las energias libres
calculadas a partir de las constantes de disociacién. Dado que en este caso de
estudio fueron utilizados 3 modelos in silico y una estructura cristalografia, esto
sugiere que los potenciales estadisticos también pueden ser aplicados sobre

modelos in silico para estudiar los determinantes de la unidn de estas coenzimas

en enzimas.
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Tabla 5. Energia libre y pseudo-energia de la unién de NAD a la enzima Acido 2,5-
diceto-D-glucdnico reductasa de Corynebacterium sp. y a mutantes de esta enzima
disefiadas para cambiar su especificidad por esta coenzima. En la parte inferior de la
tabla se muestra el coeficiente de correlacién de Pearson {R) entre las energias libres y
las pseudo-energias, magnitudes que fueron calculadas utilizando una temperatura de
298 K.

NAD
Kp AG° Pseudo-energia
(uM) (kcal/mol} (kcal/mol)

Enzima silvestre 2400 -3,51 -28,01
F22Y/A272G 1800  -3,68 -30,41
K232G/R238H 810 -4,14 -37,256
F22Y/K232G/R238H/A272G 660 -4,26 -39,15
R=0,99

Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

En este caso observamos si los potenciales estadisticos eran sensibles a cambios
en la energia de unioén del dinucledtido, en mutantes disefiadas con el propdésito
de cambiar la preferencia por la coenzima. Para ello utilizamos la enzima
Gliceraldehfdo-3-fosfato deshidrogenasa de Bacillus stearothermophillus, de la
cual sus constantes de disociacién para NAD y NADP han sido determinadas
tanto en la enzima silvestre como en sus mutantes. Mas atn las estructuras de
las mutantes con NAD y NADP han sido determinadas experimentalmente

(Didierjean et al. 1997).
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Los resultados muestran que los potenciales estadisticos representan
correctamente tanto el aumento como el decremento en la afinidad de NAD y de
NADP, respectivamente (Tabla 6). En otras palabras, los cambios en pseudo-
energia de unién detectados para las mutaciones, ocurren en magnitudes

proporcionales al cambio de energia libre experimental para estos complejos.

Tabla 6. Energia libre y pseudo-energia de la unién de NAD o NADP a la enzima
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de Bacillus stearothermophilus y a mutantes de
esta enzima disefiadas para cambiar su especificidad por esta coenzima. En la parte
inferior de la tabla se muestra el coeficiente de correlacién de Pearson (R) entre las
energias libres v las pseudo-energias, magnitudes que fueron calculadas utilizando una
temperatura de 298 K.

NAD NADP
Ko AQG? Psendo-energfa Kp AQ0 Pseudo-energia

(uM) (kcal/mol} (kcal/mol} (uM) (kcal/mol) (kcal/mol)

Enzima silvestre 09 -810 -102,19 3  -597 7,26

L33T/T34G/D36G/L1STA/P1SSS 44  -7,18 -97,55 20,8  -6,27 -8,25

D32G/L187A/P188S 17 -6,39 79,36 1,3  -7,89 -8,99
R=0,93 R=0,90

Al observar la superficie de pseudo-energia de la enzima silvestre podemos ver
que uno de los residuos con mayor contribucién a la unién de NAD corresponde
al residuo Asp32. Por el contrario, Leul87 y Prol88 estarfan aportando pseudo-

energias desfavorables a la unién de la coenzima NAD (Figura 21-a).
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Al comparar la superficie de pseudo-energia de la enzima silvestre y la mutante
que presenta un mayor efecto sobre la energia libre para NAD
(D32G/L187A/P188S), vemos que al mutar el residuo Asp32 por Gly provoca
una pérdida completa de la pseudo-energia que este residuo aporta (de azul a
blanco, Figura 21). De manera similar, el reemplazo de Leul87 por Ala aumenta
el cardcter desfavorable de la interaccién con NAD (aumento de intensidad de
rojo, Figura 21). Por el contrario, el reemplazo de Prol88 por Ser resulta en una
pseudo-energia mis negativa del sitio de unién con NAD, posiblemente debido a
un puente de hidrégeno adicional que se puede formar entre el oxigeno-y de Ser
con los hidroxilos de la ribosa adyacente a la adenina.

L Enzima Mutante
f, \ FDB ID IDBV - D32G/L187A/F1888

L187 P188 Frmde e Al87 8188

Figura 21. Pseudo-energia de los sitios de unién de NAD a la enzima Gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa de Bacillus stearothermophilus (a) y a la mutante
D32G/L187A/P188S (b). El color de la superficie oscila desde azul, para pseudo-
energias negativas, a rojo, para pseudo-energias positivas, cubriendo +3 keal/mol (barra
de colores). En cada imagen se sefialan con flechas los residuos mutados.
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La cuantificacién del aporte por residuo individual, indica que la magnitud del
aumento en la pseudo-energia del sitio de unién ocasionada por la mutacién
Leul87Ala es similar a la disminucién ocasionada por la mutacién Prol88Ser. De
esto podemos deducir que el aumento en la energia de unién con la coenzima

NAD en la mutante D32G/L187A/P188S se debe fundamentalmente a la

mutaciéon Asp32Gly.

En la enzima silvestre unida a NADP, la presencia de la carga negativa de
Asp32 provoca una repulsién electrostitica con el 2’-fosfato que origina una
energia de unién desfavorable con esta coenzima. Esto es representado en la
superficie de pseudo-energia con un valor positivo en dicha posicién (Figura 22-
a}. La mutacién de este residuo por Gly conlleva a la obtenciéon de valores

negativos de pseudo-energia.

En la posicién 188, la presencia de Pro y Ser son favorables para la unién con
NADP. Sin embargo, la presencia de Ser da como resultado un valor de pseudo-
energia mds negativo, probablemente debido a que este residuo puede establecer

un puente de hidrégeno entre su cadena lateral con los oxigenos del grupo
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fosfato-2’. Por el contrario, la presencia de Leu o Ala en la posicién 187, no

determina un mayor cambio su pseudo-energia de interaccién con NADP.

MODELO ~ Enzima Silvestre " PDB ID 3DDYV - D32G/LISTA/P188S
¥

Figura 22. Pseudo-energia de los sitios de unién de NADP en la enzima Gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa de Bacillus stearothermophilus (a) y a la mutante
D32G/L187A/P188S (b) El color de la superficie oscila desde azul, para pseudo-energias
negativas, a rojo, para pseudo-energias positivas, cubriendo +3 kcal/mol (barra de
colores). En cada imagen se sefialan con flechas los residuos mutados.

Los resultados anteriormente descritos indican que el residuo Asp32 es el
principal determinante de la discriminacién para las coenzimas, al estar
involucrado en la unién de la coenzima NAD y la repulsion del 2’-fosfato de
NADP. Adicionalmente, podemos teorizar que la mutacién Leul87Ala provoca
una disminucién en la energia de unién de NAD sin un mayor cambio en la
energia de union de NADP, en tanto que la mutacién Prol88Ser promueve la
formacion de un puente de hidrégeno adicional tanto con el hidroxilo-2’ de NAD

como con los oxigenos del fosfato-2’ de NADP. En ausencia de datos
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experimentales para las mutantes individuales en estas posiciones, nuestro

analisis permite predecir su rol en la unién de las coenzimas.

Los valores de pseudo-energia y energias libres calculados en para los casos
recién presentados, pueden ser incorporados sobre los casos analizados en la base
de datos de evaluacién y observar su efecto sobre la correlacién global con los
datos experimentales. Como se espera, la Figura 23-a muestra que los casos
estudiados en la validacién de los potenciales estadisticos de NAD, siguen la
misma tendencia de los datos de la base de evaluacién, logrando incrementar la
correlacion de 0,76 a 0,8, con un cambio en la pendiente de 3,55x103 Por su
parte, los casos evaluados para NADP, disminuyen la correlacién de 0,73 a 0,71,

pero se mantienen dentro de la misma tendencia (Figura 23-b).
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Figura 23 Analisis de correlacidon para los potenciales estadisticos con mejor evaluacién
(puntos negros) para NAD (a) y NADP (b), incluyendo los casos de validacién de los
potenciales estadisticos {puntos rojos).
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Diseiio racional mediante el uso de potenciales estadisticos

Finalmente, los potenciales estadisticos fueron utilizados para identificar
mutaciones que puedan cambiar la preferencia por la coenzima en la enzima
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de Leuconostoc mesenteroides. Esta es
considerada como enzima dual, pero el cociente de sus constantes de
especificidad indica que prefiere NADP 9,4 veces por sobre NAD (Vought et al.
2000). En la descripcién de los potenciales estadisticos vimos que los residuos
que desfavorecian en mayor medida la unién de NADP, favoreciendo a la vez la
uniéon de NAD, eran Asp o Glu interactuando con los oxigenos 2’ y 3’ de la

ribosa adyacente a la adenina (ver seccién 3.1.2).

A partir de este resultado nos preguntamos entonces jen qué posicién dentro del
plegamiento deberia estar posicionado un residuo de Asp para obtener la pseudo-
energia mas favorable para la unién de NAD y més desfavorable para la unién
de NADP?. Para contestar esto generamos modelos in silico de la mutacién de
Asp en las posiciones 42 a la 51 en presencia de NAD o NADP, y calculamos la
pseudo-energia de cada complejo modelado. La Figura 24-a muestra que la

presencia de Asp en la posicién 45 favorece en mayor medida la unién con NAD
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y desfavorece la unién con NADP. La enzima fue caracterizada mediante
cinética enzimética en nuestro laboratorio. Para la mutante Alad5Asp de esta
enzima, la velocidad inicial depende hiperbdlicamente de la concentracién de
coenzima, tanto con NAD como con NADP, de manera que los datos de fueron

ajustados a la ecuacién de Michaelis-Menten (Figura 24-b).

30
0 NAD
B HADP
250 < [+
]
20 R=00828
£ =
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=
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.
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o+ co-sustato G6P 20 mM|
] 10000 20000 3000
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Figura 24. Pseudo-energia de los sitios de unién de NAD (arriba) y NADP (abajo) para
la mutacién por Asp en la posicién de la 42 a la 51 en la estructura (a). La linea
punteada en cada gréfico representa el valor de pseudo-energia de la enzima silvestre en
cada complejo. En un rectangulo en rojo se destaca la posicién donde el residuo de Asp
produce una pseudo-energia mas negativa con NAD y maés positiva con NADP, y sobre
cada grafico se muestra la superficie de pseudo-energia para esta mutante. Grifico de la
dependencia de la velocidad inicial a diferentes concentraciones de NAD (puntos
blancos) o NADP (puntos negros) (b). La velocidad inicial medida como pmol/min (U)
fue dividida por los miligramos de proteina utilizados en la cubeta de reaccidén, para
normalizar aquellog casos en que se usaron cantidades diferentes de enzima.
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Las constantes de especificidad de esta mutante muestran un cambio en la

preferencia de 100 veces, favoreciendo a NAD sobre NADP (Tabla 7).

Tabla 7. Constantes de especificidad con NAD y NADP para la enzima glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa de Leuconostoc mesenteroides y 1la mutante A45D.

(Keat/Kn)  (keat/Kn)  (Keot/Ku)nave

NADP NAD (keot/Kn)NaD
Enzima silvestre 2530 269 9.4
A45D 0,63 50 0,01

Al validar la capacidad de los potenciales estadisticos para detectar cambios en
la energias de unién de las mutantes y proponer mutaciones que cambien la

preferencia de la enzima damos por completado el objetivo especifico 4.
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4. Discusion

En este trabajo describimos un nuevo método basado en potenciales estadisticos
para caracterizar estructural y energéticamente las interacciones de NAD y
NADP a sus sitios de unién en enzimas, y asi representar las energias de unién

de estas coenzimas.

Nuestro analisis de las estructuras en la base de datos PDB con NAD(P)
determind que la mayoria de los complejos muestran a la coenzima con todos sus
dtomos y més del 95% en una conformacién extendida. Esto es equivalente a lo
observado de Kuppuraj y colaboradores (Kuppuraj et al. 2011). Sin embargo,
hasta ahora se desconocia si la distribucién de frecuencias era equivalente para

ambas coenzimas, como efectivamente lo muestra la Figura 11-a

Para derivar potenciales estadisticos es necesario utilizar una base de datos de
entrenamiento que sea representativa y con la suficiente cantidad de estructuras
que garantice una frecuencia de observaciones estadisticamente significativas,

para poder transformarlas en pseudo-energias. De hecho, aunque los filtros
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utilizados redujeron en un 28% la cantidad de estructuras, ain se mantuvo un
nimero suficiente de observaciones para obtener perfiles de pseudo-energia
similares a una funcién de energia clisica para la interaccién entre pares de
étomos. Es decir, con una repulsién a distancias pequefias, seguidas de un
minimo de pseudo-energia negativa a una distancia determinada y una tendencia
a cero a distancias mayores. Un potencial estadistico para interacciones no-
locales, es decir, entre atomos de la proteina y la coenzima no unidos
covalentemente, contiene una coleccidén completa de las posibles combinaciones
para interacciones entre dtomos de la proteina y la coenzima (Sippl 1996). Los
perfiles de pseudo-energia obtenidos, muestran diferentes formas y minimos
energéticos dependiendo del tipo de interaccién: puente de hidrégeno,

electrostaticas, catién-x o aromaficas (Figuras 14-17).

En el caso de los puentes de hidrégeno, la comparacién de los perfiles de pseudo-
energia para NAD y NADP evidenci6 el fendémeno de “locking elbow” para la
interaccién entre €l nitrogeno-7 de la nicotinamida y los oxigenos de la cadena
principal. Por lo tanto, este puente de hidrégeno necesita energia tanto para

formarse como romperse y junto al empacamiento de los residuos aromaticos
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(Figura 14-a) permite estabilizar esta regién para realizar la transferencia del
hidruro. Notablemente, la ribosa adyacente a la nicotinamida presenta un
“locking elbow” para el puente de hidrégeno con los oxigenos del carboxilato en
el caso de los sitios de NADP (Figura 14-c). Es posible relacionar este resultado
con la observacién de Kuppuraj en el 2011 de que los angulos diedros de la
region ribosa-nicotinamida aparentan estar maés restringidos en una base datos
de complejos de 809 proteinas (Kuppuraj et al. 2011). Ya que ninguna otra parte
de la coenzima presenta estos rasgos, parece ser que los sitios de unién de
NAD(P), de manera general imponen una configuracién especial a la regién

catalitica.

Kleiger & Eisenberg en el 2002 encontraron un motivo rico en glicinas que
interactiia por puente de hidrégeno con el difosfato de NAD(P) (Kleiger &
Eisenberg 2002), nuestros resultados indican que esta interaccién posee su
minimo de energia a una distancia de 3 A y es energéticamente similar para

ambas coenzimas.
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Al igual como fue descrito por Carugo y Argos en 1997 en los sitios de unién de
NAD existe un puente de hidrégeno frecuente entre carboxilatos de Asp/Glu y
los hidroxilos-2’ y 3’ de la ribosa adyacente a la adenina (Carugo & Argos
1997a). En presencia del fosfato-2’ esta interaccién es casi inexistente debido a la
repulsién electrostitica. Sin embargo, se observan frecuencias similares de
interaccién de Asp/Glu con la ribosa adyacente a la nicotinamida de ambas
coenzimas. Otros residuos frecuentemente observados alrededor de la ribosa
adyacente a la nicotinamida son lisinas y puentes de hidrégeno con
Thr/Ser/Tyr. Estos resultados son consistentes con los de Kallberg en el 2002
quien hizo notar el involucramiento de residuos de Ser y el motive YxxxK en la

interacci6n con esta regién (Kallberg et al. 2002).

En los sitios de union de NADP, es frecuente encontrar la presencia de cargas
positivas que interactiian electrostiticamente con el 2’-fosfato a una distancia
méxima de 6 A, con una energfa cercana a las 2 keal/mol. Cuando se trata de
arginina, este residuo ademaés forma una interaccién catién-n con la adenina a un
méximo de distancia de 6,5 A, con una pseudo-energfa similar 2 la de un puente

de hidrégeno fuerte. El aporte de una mayor pseudo-energia a la unién de la
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coenzima NADP sobre NAD, dado por la interaccién catién-z con la adenina, se
debe a la alta frecuencia de argininas en esta region. La presencia de este residuo
de arginina con interaccién dual ya habis sido identificado por Carugo & Argos
(1997), pero no habia sido determinada su magnitud energética respecto a la

unidén de las coenzimas.

Nuestro anélisis de la base de datos representativa para NADP indican que en el
85% de los sitios existe la presencia de una carga positiva, ya sea lisina o
arginina cercana al fosfato-2’, mienfras que en el 20% de las estructuras ambos
residuos cargados positivamente estan interactuando con este grupo. Sin
embargo, atin se desconoce si la selectividad por NADP esté determinada por la

cantidad de cargas positivas que interactian con el fosfato-2’,

Nuesiros resultados muestran que las interacciones aromaticas presentan un
aporte a la energia de unién de la coenzima menor de lo que implica un puente
de hidrégeno o una interaccién electrostatica. Esta caracteristica en este tipo de
interacciones ya ha sido reportada en el desarrollo de otros potenciales

estadisticos entre residuos en las proteinas (Sippl 1996; Ferrada & Melo 2009).
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Ademis de utilizar los potenciales estadisticos para describir los perfiles de
pseudo-energia para las interacciones entre la coenzima y la proteina,
optimizamos los parimetros, por los que estos fueron derivados para que
permitieran obtener una mejor correlacién entre las pseudo-energias y la afinidad
experimental por la coenzima. La cantidad de estructuras en la base de datos de
evaluacién fue un 7% en comparacién a la cantidad estructuras presentes en la

base de dafos de entrenamiento.

Para el potencial estadistico de NAD se obtuvieron correlaciones mejores usando
potenciales estadisticos generados con distancias de corte mas lejanas para la
interaccién entre pares de 4tomos (Figura 18). Esto es similar a lo obtenido por
Li y colaboradores en el 2010, quienes estudiaron como variaba el coeficiente de
correlacién de Pearson entre los datos tedricos y experimentales para potenciales
estadfsticos dependientes de la distancia a nivel atdmico para complejos
proteina-proteina (Li et al. 2010). Por el contrario, los potenciales estadisticos
para NADP presentan mejores coeficiente de correlacién de Pearson a distancias

de corte menores, disminuyendo dristicamente a distancias mayores (Figura 18).
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Una posible explicacién a esta diferencia en la evaluacion se basa en la
variabilidad conformacional que estas coenzimas presentan en los sitios de unién.
Carugo & Argos (1997) indicaron que la conformacién de NADP es més flexible
que la de NAD, y que, a pesar que las interacciones proteina-coenzima son en
gran parte conservadas en los complejos con NAD, son bastante variables con
NADP. Kuppuraj posteriormente en el 2011 cuantificé 11 angulos diedros en las
coenzimas para identificar diferencias en estos dngulos, pero no destacaron la
diferencia en las desviaciones estindar que estos Angulos poseen, las cuales
indicaban que 9 de estos 11 Angulos diedros presentaban mayor desviacién
estandar con NADP que con NAD (Kuppuraj et al. 2011). Como vieron Carugo
& Argos (1997), la mayor variabilidad conformacional de NADP se debe a que
los residuos en el bolsillo son mas variables. Teniendo en cuenta esto, es
esperable que en los sitios de unién de NAD sea més frecuente encontrar
residuos similares entre las estructuras que en los bolsillos de NADP. Por lo
tanto, al calcular las pseudo-energias de los sitios de unién de NAD en las
estructuras de la base de datos de evaluacién, serd comiin encontrar residuos
frecuentes en la base de datos de entrenamiento. Esto permite que estas

frecuencias contribuyan con energias favorables tanto a cortas como largas

32




4. DISCUSION

distancias, incrementando la correlacién entre los datos tedricos ¥
experimentales. Por el contrario, los sitios de unién de NADP al ser mas
variables, incrementan la posibilidad de encontrar residuos en las estructuras de
la base de datos de evaluacién que son poco comunes en la base de datos con la
cual fueron derivados los potenciales estadisticos. Asi estos residuos contribuiran
con energias desfavorables, que serin menores a cortas distancias ya que
interactiian con una menor cantidad de Atomos de la coenzima, y que seran
mayores al incluir interacciones con mis &tomos de la coenzima. Por esta razén
observamos que a mayores distancias disminuye la correlaciéon entre los datos

tedricos y experimentales

Con anterioridad se han utilizado casos particulares de enzimas para validar la
capacidad de los potenciales estadisticos (Zheng et al. 2007). En nuestro trabajo
se analizaron tres casos para determinar la capacidad de los potenciales
estadisticos para predecir el aporte a la energfa de unién de la coenzima de:
cadenas laterales individuales mutadas por alanina, miltiples mutaciones
orientadas a incrementar la afinidad por NAD y miiltiples mutaciones orientadas

a cambiar la especificidad.
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Empleando la estructura de la enzima 3-o-hidroxiesteroide deshidrogenasa de
Comamonas testosteroni junto a las mutantes N96A y K159A en presencia de
NAD determinamos que los potenciales estadisticos son competentes en detectar
correctamente el aporte de cadenas laterales a la afinidad por la coenzima. Esto
ya que la sumatoria de la pseudo-energia de los dtomos de la cadena lateral de
estos residuos (excluyendo el carbono-B) es proporcional al aumento de la
energia libre de la coenzima. Nuestros resultados adicionalmente proponen a los
residuos T11, D32, D41 como relevantes para la unién de la coenzima. Modelos
de la enzima Acido 2,5-diceto-D-glucénico reductasa de Corynebacterium junto a
la estructura de una mutante con la especificidad modificada de esta enzims
fueron analizadas utilizando los potenciales estadisticos. Los resultados indican
que los potenciales estadisticos asignan valores de pseudo-energia a partir de
modelos proporcionales a los cambios energéticos experimentales en mutantes.
Utilizando tanto modelos y estructuras de la enzima Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa de Bacillus stearothermophillus y mutantes de esta enzima

disefiadas para cambiar la especificidad de esta enzima desde NAD a NADP,
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determinamos que los potenciales estadisticos son apropiados para representar

correctamente incrementos y disminuciones en la afinidad por las coenzimas.

Finalmente, se crearon mutantes in silico de la enzima glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa. de Leuconostoc mesenieroides posicionando un aspartato en
diferentes posiciones de la estructura cercana a la ribosa adyacente a la adenina
con el objetivo de identificar que mutante permitia el cambio de especificidad de
esta enzima desde NADP a NAD. Los resultados indicaron a la mutante A45D
como aquella con la menor pseudo-energia con NAD y mayor con NADP. Los
resultados experimentales indican un cambio en la especificidad en un factor 100

veces a favor NAD.
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5. Conclusiones

Para los complejos NAD(P)-proteina analizados, los perfiles de pseudo-
energia de puentes de hidrégeno, interacciones -electrostaticas y
aromaticas representan correctamente las caracteristicas esperadas para la
energia de estas interacciones.

De acuerdo con el analisis de las frecuencias de inferaccién por residuo, la
caracteristica mas general en los sitios de unién de NAD, es la presencia
de una carga negativa que interacta con la ribosa adyacente a la adenina
de NAD, mientras que en los sitios de NADP, se encuentra una carga
positiva que interactiia con el fosfato-2'.

La mejor correlacién entre los datos experimentales y pseudo-energias, se
obtiene teniendo en cuenta las interacciones lejanas en el caso de NAD, y
las interacciones cercanas con NADP.

Los potenciales estadisticos optimizados (mejor correlacién con datos
experimentales) permiten calcular pseudo-energias que se correlacionan

con las energias libres de unién de complejos de NAD y NADP.
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Los potenciales estadisticos pueden ser utilizados para proponer
mutaciones para cambiar la especificidad por las coenzimas NAD(P) en

glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de Leuconostoc mesenteroides.
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Apéndice

Correlacién con parametros cinéticos

Muchos de los estudios orientados a cambiar la preferencia de sitios de unién por

las coenzimas NAD y NADP no determinan constantes de disociacién sino que

calculan constantes de especificidad, es decir el cociente entre la constante

catalitica (ka) y la constante de Michaelis-Menten (Ku), para observar el efecto

de mutaciones. A su vez, de acuerdo con Fersht (Fersht 1999), la ku:/Ku esté

relacionada con la energia del estado de transicién a la enzima, mientras que la

Ku estd relacionada con la energia libre del estado basal. Por lo tanto, quisimos

determinar si se correlacionaba la pseudo-energia con el cambio en la energia

libre del estado de transicién calculado a partir del cociente entre las constantes

de especificidad entre una enzima silvestre y una mutante (Fersht 1999; Banta

et al. 2002).

keat/ Kpr{enzima silvestre)

AAGE = RT1
b . keat/ K j(enzima mutante)
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En este caso, utilizamos como modelo de estudio la enzima Glutatién reductasa
de Escherichia coli preferente por NADP, la cual cuenta con su estructura
determinada (Scrutton et al. 1990). Dado que a la fecha no existia estructura
para las mutantes construidas en dicho estudio, ¥y que en un caso analizado con
anterioridad (Acido 2,5-diceto-D-glucénico reductasa de Corynebacterium sp.) se
demostré que los modelos in silico son susceptibles de ser analizados por
potenciales estadisticos, se decidi6 modelar las mutantes mediante mutagénesis

in silico.

En la Tabla 8 se muestran los valores de Ku ¥ kest/Km para NADP como co-
sustrato, de la enzima silvestre y 10 mutantes, junto a las estimaciones de la
pseudo-energia de los sitios de unién en los respectivos modelos. La Figura 25
muestra que las energias del estado de transicién calculadas a partir de
constantes de especificidad y las pseudo-energias se correlacionan con un
coeficiente de Pearson de 0,83. Sin embargo, existe una menor correlacién (0,37)
al tomar como pariémetro la constante de Michaelis-Menten para calcular la

energia del estado basal.
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Tabla 8. Energfa libre y pseudo-energia para la unién de NADP a la enzima Glutatién

reductasa de Escherichie coli y mutantes disefiadas para cambiar la especificidad por

coenzimas en esta enzima.

NADP

Ku AAG keat/Knm AAG: Pseudo-energia

M) (kcal/mol) (UM'min?) (keal/mol) (keal/mol)
Enzima silvestre 21,7 0,00 704 0,00 -7,45
R204L 450 -1,76 12,8 2,33 -6,37
R198M 570 -1,90 8,5 2,57 -6,24
R204L/R198M 480 -1,80 1,6 3,54 -0,17
Al79G 12 0,34 650 0,05 -7,45
R204L/ALTIG 723 -0,70 172 0,82 -6,37
R198M/A179G 726 -2,04 21,6 2,03 -6,24
R204L/A179G/R198M 27 -0,13 18 2,13 -5,17
R204L/R198M/A179G/A183G 140 -1,09 12,9 2,33 -5,17
RI198M/A179G/A183G/R204P 80,3 -0,76 15,6 2,22 -5,02
R198M/A179G/A183G/R204P/ 290 41,35 3 3,18 -5,02

A197G/K199F fH200D

A pesar de la correlacién observada con las energias derivadas de las constantes

de especificidad, podemos ver que para los casos donde el cambio en la energia

libre del estado de tranmsicién es cercana a 2 kcal/mol los potenciales asignan

valores de pseudo-energia entre -6,37 y ~5,02, lo cunal implica que no discriminan

correctamente las diferencias asociadas a estas mutaciones. A pesar de esto los

potenciales estadisticos permiten asignar las pseudo-energias mas desfavorables a
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las 2 mutaciones (R204L/R198M y RI198M/A179G/A183G/R204P/A197G/

K199F/H200D) con una constante de especificidad mas baja.

Pseudo-energia
(keal /mol)

AAG (keal/mol)
Figura 25. Correlacién entre la pseudo-energia del sitio de unién de NADP, en la
enzima Glutatién reductasa de Escherichia coli y mutantes, y el cambio en energia libre
del estado basal del complejo calculada a partir de las constantes de Michaelis-Menten
(rojo) o el cambio en la energia libre calculado a partir de las constantes de
especificidad {azul).
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Anexos

Lista de PDB ID de la base de datos de entrenamiento:
NAD(H)

1A5Z, 1ARZ, 1B8V, 1BDB, 1BMD, 1BPW, 1BXS, 1C1D, 1CDO, 1D70, 1DHR, 1DLJ, 1DXY,
1E3I, 1EBF, 1EES, 1EJ2, 1EKS6, 1EMD, 1EVJ, 1EVZ, 1EZ4, 1F0Y, 1FSF, 1FKS, 1FMC, 1GEE,
1GEG, 1GEU, 1GRO, 1GUZ, 1GY8, 1HDG, 1HEX, 1HYH, 1124, 1ICI, 1IV8, 1J49, 1J5P, 1JQ5,
1K4M, 1K6X, 1KAE, 1KEW, 1KOL, 1KQN, 1L7E, 1LC3, 1LDN, 1LJ8, 1LLD, 1LSS, 1LVL,
1LW7, 1M9H, IMEW, 1MI3, 1MX3, 1N2S, INFB, INFF, INHW, INUU, 1NVM, 1004, 1008,
1067, 10BB, 1002, 10G3, 10JZ, 10MO, 10RR, 1P1J, 1P9L, 1PJ3, 1PJC, 1PJS, 1PLS, 1PZH,
1Q82, 1QSG, 1R6D, IRKX, 1ROZ, 1520, 1S7G, 1SBS, 1SBY, 1SC6, 1SG6, 1T2D, 1T90, 1TAE,
1U8X, 1UDB, 1UP?, 1URS, lTUWK, 1UXT, 1VSL, 1VBI, 1VKO, 1VL0, 1VM6, IWDK, 1WNB,
1WPQ, IWWK, 1WXH, 1X14, 1X7D, 1X87, 1XAH, 1721, 1245, 1ZBQ, 1ZEM, 1ZJY, 1ZMD,
9ASF, 2A9K, 2AGS5, 2B4R, 2B69, 2BI4, 2054, 20FC, 2CZC, 2D1Y, 2D4E, 2D8A, 2DC1, 2DFD,
2DPH, 2DT5, 2DTE, 2DVM, 2EER, 2EJV, 2EKL, 2EKP, 2EP7, 2EQ7, 2EWM, 2FKN, 2FM3,
9FOI, 2G5C, 2G76, 2G82, 2G8Y, 2GAG, 2GDZ, 2GRU, 2GSD, 2GWL, 2H4H, 2H7I, 2HMT,
9HSD, 2HUN, 2165, 2I9P, 2IXA, 2177, 2J5N, 2J6L, 2JHF, 2NPX, 2023, 204C, 2P5Y, 2PD4,
9PD6, 2PI5, 2PV7, 2PZM, 2Q1S, 2Q1W, 2Q2V, 2Q3E, 2QJO, 2RAB, 2RC3, 2VHX, 2W2L,
oWN7, 2WSB, 2WYV, 2X06, 2X0I, 2XXJ, 2YQ5, 2YVF, 2YY7, 3A28, 3ABI, 3ADP, 3AJR,
3AK4, 3AMZ, 3BIF, 3B4W, 3B6J, 3BS2, 3BTS, 3CTA, 3CE6, 3CEA, 3CGD, 3CIN, 3CLH,
3CMC, 3CPS, 3D4P, 3D64, 3DOC, 3E18, 3EC7, 3EFV, 3EHE, 3ENK, 3FHM, 3GD4, 3GEG,
3GGO, 3GNQ, 3GVH, 3GVP, 3H9E, 3H9U, 3HAZ, 3HJA, 3HLO, 310P, 3IDS, 31IR, 3JSA, 3JUS,
3JV7, 3JYO, 3JZD, 3KB6, 3KEO, 3KFT, 3K08, 3LN3, 3LT0, 3LVF, 3M2T, 3M6IL, 3MW9,
3N58, 3N7U, 3NRC, 3NT2, 309Z, 30A2, 30ET, 30IG, 30J0O, 30KF, 30ND, 30RF, 30X4,
3P20, 3PGX, 3PLR, 3PQD, 3PVZ, 3PXX, 3PYM, 3Q2I, 3Q3C, 3QBD, 3QJ5, 3QV1, 3QVS,
3R3S, 3RF7, 3RFV, 3RIY, 3RUF, 3RWB, 352E, 3855, 35X2, 35XP, 3SYT, 3T4E, 3T7C, 3TNL,
3TSC, 3U31, 3UH1, 3UKO, 3UVE, 3UXY, 3V1U, 3V9L, 3VPS, 3W2G, 3WSE, 3WMX, 3ZCX,
3ZOK, 3ZU3, 3ZWC, 4B79, 4BBJ, 4BKU, 4C3S, 4DYD, 4E5N, 4EGB, 4EUE, 4F3X, 4FN4,
AFRY, 4G6H, 4GHS5, AGKV, 4GLO, 4H03, 4H8A, 4HAN, 4I1I, 4I3X, 4I4B, 4I5[, 418P, 4ID9,
4THI, 4TIN, 4ILK, 4IM7, 4IS3, 4IYM, 4J1T, 4J4H, 4INK, 4K28, 4KQX, 4120, 4LIS, 4LRS,
ALSM, AL'TN, 4M89, 4MP8, 4MPY, 4NBT, 4NBU, 4NBW, 4NK5, 401M, 5MDH
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NADP(H)

1A27, 1A4l, 1AE1, 1AOE, 1C3V, 1CF2, I1CIV, 1CYD, ID1G, 1D40, 1DIH, 1DJL, 1DQA,
1EIM, 1E5Q, 1E7S, 1ETW, 1EDO, 1EQ2, 1EZ0, 1F06, 1G00, 1GET, 1GIR, 1GQ2, 1GUF,
1GVE, 1H5Q, 1H6D, 1H7X, 1HDO, 1HYE, 1136, 1IYZ, 1J3K, 1JA1, 1JA9, 1JAY, 1JUV, 1K0J,
1K8C, 1KC1, 1KEV, 1KMV, 1LQA, 1LUA, IMXH, 1N7H, INVT, INYT, 102D, 10AA, 10G6,
1POF, 1PGO, 1PNO, 1PQU, 1PS9, 1PZ0, 1PZ1, 1Q0Q, 1QFZ, 1QOR, 1QP8, 1QYV, 1RM4,
1RPN, 1RYD, 1S1P, 1SNY, 1T24, 1TCS, 1TLL, 1U2G, 1US0, 1UXN, 1V3V, 1V9N, 1VBJ,
1VL8, 1VLJ, 1VP5, 1W6U, 1WMA, 1XG5, 1XHL, 1XKQ, 1XQ6, 1XU9, 1Y7T, 1YBS, 1YNQ,
1YQD, 1YS4, 1YVE, 1782, 1ZDL, 1ZGD, 1ZHS, 1ZK4, 2A87, 2AE2, 2AGS8, 2AHR, 2AZN,
2B4Q, 2B5W, 2BD0, 2BGS, 2BH9, 2BKA, 2BL9, 2BSA, 2C0C, 2029, 20DC, 2CF6, 2CVZ,
9CWH, 2CY0, 2D21, 2D5N, 2DBQ, 2EHQ, 2F1K, 2FR1, 2GCG, 2GGS, 2GN4, 2GQ2, 2GVS,
9H63, 2HK9, 2HXV, 213G, 2176, 2170, 2J8Z, 2JAH, 2JL1, 207P, 207S, 2Q0L, 2QE0, 2QHX,
9R6J, 2RAF, 2RCY, 2RHC, 2RIR, 2V6G, 2VNS, 2VQ3, 2VUU, 2W3W, 2WM3, 2WN6, 2WOW,
OWZW, 2X6T, 2X99, 2X9G, 2XVH, 2XW7, 2Y5D, 2YDX, 2YJZ, 2YLX, 2YUT, 2YW9, 2YYY,
9Z1M, 2ZAT, 2ZB4, 2ZCV, 2ZZC, 3A06, 3AFN, 3AI3, 3ASV, 3AUS, 3AXK, 3BAZ, 3BUV,
3C10, 3CGE, 3CSE, 3D3F, 3D3W, 3DFR, 3DJJ, 3DTT, 3E8X, 3EAU, 3ETD, 3FSR, 3GQV,
3GWF, 3GY0, 3H2S, 3H4G, 3HJS, 3HSK, 3HWR, 3161, 31A4, 3ICC, 3LJP, 3ING, 3INV, 3IUP,
3IX9, 3JYN, 3JZ4, 3KBO, 3KGY, 3KRB, 3KVO, 3LNS, 3MJE, 3NGL, 3NRR, 3NX4, 3NZB,
3003, 3026, 30ID, 30JF, 30P4, 3P19, 3PDU, 3PEF, 3PHI, 3PYX, 3PZR, 3Q6J, 3QG2,
3QWB, 3QWF, 3RCI, 3RGY, 3RHL, 3RKU, 359U, 3SC6, 3SEF, 3SJ7, 3SJU, 3SLK, 3SQY,
3TOX, 3TQ8, 3TQH, 3TRI, 3TWO, 3U4C, 3UCE, 3UF0, 3UOY, 3W6Z, 3WBB, 3WCZ, 3WGS,
3ZBR, 3ZHB, 3ZQA, 4A03, 4A0S, 4AG3, 4ALK, 4A0S, 4AUB, 4B40, 4B63, 4B7X, 4BMV,
4BVA, 4DMM, 4DPL, 4E5M, 4E5Y, 4EIL, 4EJ0, 4EJM, 4ESO, 4FC7, 4FDA, 4G5D, 4G5H,
4GCM, 4GI2, 4GIE, 4GMG, 4GVX, 4H4U, 4HSN, 4HA9, 4HFM, 4HNH, 4HPS, 4HXY, 4I5E,
4IDC, 40U, 41JR, 4IMP, 4IMR, 41QG, 4I1TB, 4J1Q, 4J1T, 4J20, 4JB1, 4JBI, 4JRO, 4KG6F,
4K7Z, 4K1J, 4KL9, 4KOA, 4KP7, 4KQW, 4KWH, 4104, 4L4X, 4L8V, 4M7U, 4N5N, 4NHE,
40L9

Lista de PDB ID de la base de datos de evaluacién:

NAD(E)

1DBV, 1GZF, 1H9A, 1HZZ, INM5, 1R37, 1TOX, 2AQ8, 2AQH, 2AQI, 2AQK, 2C8H, 2DKN,
2FZW, 2JHG, 200R, 2VIIW, 3DBV, 3HAD, 30EW, 30EY, 30F2, 3Q90, 3RJ5, 3RJ9, 3UQS,
4EMI

NADP (H)
1H9A, 1Q7B, 1T17, 1XJB, 1YJQ, 2DBV, 2EXX, 2GZ1, 20FP, 2VNH, 2VNJ, 2W9G, 2W95S,
2XNJI, 3CAQ, 3GR6, 3H7R, 3H7U, 3LZW, 3LZX, 3RHQ, 3RHR, 3ULK, 4DBV
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