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Prologo

La presente tesis doctoral tiene como objetivo fundamental transmitir los conocimientos
adquiridos y generados en estos aiios, a futuras generaciones de estudiantes. Por tal razon, el
lenguaje utilizado en muchos casos podrd resultar algo coloquial, ya que lo considero una forma de
comunicacion escrita mucho mds sencilla, cercana y personal, atributos necesarios para lograr la
dificil tarea que le estoy encomendando a esta tesis.

En algunos casos, aparecerdn anécdotas y hasta experiencias personales, que no tienen otro
objetivo mds que ilustrar al lector sobre las diferentes formas a través de las cuales accedi a este
conocimiento. Porque no se trata solamente de organizar resultados de forma elegante y coherente,
sino también de mostrar las ramificaciones infinitas de efectos y de causas que propone la ciencia,
a quienes se le atreven.

Por otro lado, y dado que la ciencia se discute en congresos y revistas internacionales,
donde el lenguaje mayoritariamente es el inglés, permitiré a ciertas palabras y expresiones
conservar su lengua original, para no caer en traducciones literales forzadas que desconciertan a
quien las lee.

Leonardo Boechi
Buenos Aires, 2 de Febrero de 2011
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ESTUDIO COMPUTACIONAL DE LA RELACION
ESTRUCTURA - FUNCION EN GLOBINAS

Resumen

Las globinas son una familia de proteinas solubles, que poseen un grupo hemo unido
generalmente de manera no covalente a la proteina. Sus representantes mds famosos son la
hemoglobina y la mioglobina, responsables del transporte y almacenamiento de oxigeno en
mamiferos. Las globinas se clasifican en varias subfamilias, una de ellas se denominan
hemoglobinas truncadas (trHb) y se las ha encontrado en plantas, hongos y bacterias. En muchos
casos pertenecen a microorganismos patégenos para el hombre como M. tuberculosis, M. leprae, y
C jejuni entre otros.

Las globinas poseen la capacidad de reaccionar frente a ligandos diatémicos (O,, NO, etc)
que les permite actuar como reservorios de dichos ligandos, transporte o deteccion de los mismos o
realizando reacciones de 6xido reduccioén en procesos fundamentales para la supervivencia de los
microorganismos patdogenos en los organismos donde se alojan. Por esta razon, en la presente tesis
se estudiaron los determinantes moleculares que regulan la reactividad de las globinas
(fundamentalmente trHbs) frente a ligandos diatémicos, utilizando métodos de simulacién
computacional. Por un lado se realizaron estudios de los diferentes mecanismos mediante los cuales
se regula la migracion de los ligandos hacia el sitio activo. Y por el otro, los mecanismos de
estabilizaciéon de los ligandos cuando se encuentran coordinados al grupo hemo, dentro de la
proteina. El estudio de ambos procesos mencionados, resulta fundamental para comprender la
funcién que estas proteinas desempefia en los organismos a los cuales pertenecen.

Con el objeto de alcanzar una vision global de los fenémenos estudiados, se investigaron
diferentes miembros de la misma sub familia, emparentados evolutivamente entre si. De esta forma
se logré una comprensiéon mds amplia de cada uno de los fendmenos.

Las herramientas computacionales utilizadas estin basadas principalmente en dos
metodologias: aquellas basadas en la mecénica clédsica para analizar procesos dindmicos de los
sistemas, combinado con un novedoso esquema (teorema de Jarzynski) que permite obtener perfiles
de energia libre de los procesos; y esquemas hibridos cldsico/cudnticos (QM/MM) que permiten

simular reactividad quimica en sistemas grandes como son las hemoproteinas.



Dado que las simulaciones computacionales son herramientas muy poderosas cuando se las
encuentran combinadas con resultados experimentales, se ha trabajado en colaboracidén con grupos
experimentales para potenciar los alcances de las simulaciones, y a su vez validar los modelos
utilizados.

Los resultados de la presente tesis, permitieron comprender la estructura de canales internos
que poseen las globinas; asi como también, la dindmica del sitio activo que regula la afinidad y la
reactividad en las mismas. En particular, se reconciliaron resultados aparentemente contradictorios,
respecto de la relacidn entre la estructura de canales internos y las constantes cinéticas de
asociacion; se identificaron residuos criticos altamente conservados en esta familia, que resultan
fundamentales para los procesos de migracion de ligandos; se encontraron y caracterizaron
fendmenos de hexacoordinacion interna dual en una trHb de una bacteria antartica; se caracterizoé la
estabilizacion de diferentes ligandos (CO, O, SH', F') en estas proteinas; y finalmente se encontrd
una relacién muy importante entre la protonacion de un residuo de histidina y la migracién de O, en

la mioglobina.

Palabras clave: globinas, hemoglobinas truncadas, dindmica molecular, QM-MM, Jarzynski.



COMPUTATIONAL STUDY OF THE RELATIONSHIP BETWEEN
STRUCTURE AND FUNCTION IN GLOBINAS

Abstract

Globins are soluble proteins that have a heme prosthetic group non covalently bound to the
protein matrix. The most important members are hemoglobin and myoglobin, which are responsible
for the oxygen transport and storage in mammals. The globin family is classified in different sub-
families: one of them is called truncated hemoglobin (trHb) and its members are widely distributed
in plants, fungi and bacteria kingdoms. In many cases, these proteins belong to pathogen
microorganism like M. tuberculosis, M. leprae, y C jejuni among others.

These proteins are able to react with diatomic ligands like O, and NO. This confers upon
them the ability to act as storage, transporters or ligand detectors. In many cases they are also
involved in redox processes which are critical for the survival of the microorganism in the host
organism.

In the present Thesis we studied the molecular basis of globins reactivity (mainly trHbs)
with diatomic ligands. Specifically, we studied both the different mechanisms used by these proteins
to control ligand migration to the active site, and the stabilization of the coordinated ligand once the
ligand is inside. These processes are crucial to understand the role of these proteins in the organisms
to which they belong.

In order to reach a global vision of the processes, we studied different members of the same
family, which are evolutively related.

The computational tools used in the present Thesis are mainly based on two approaches.
Those based on classical mechanics, to study processes associated with the dynamics of the system,
combined with “State of the Art” techniques (Jarzynski's equation) that provide us with the free
energy profile of the process desired. We also used a novel quantum/classical approach (QM/MM)
reactive processes in large systems.

Since computer simulations are very powerful tools combined with experimental results,
different collaborations were made with experimental groups to reach a better understanding of the
processes, and even as an important way to validate our models.

The overall results provide new insight into the structure of internal tunnels for ligand
migration, as well as the active site dynamics. In particular, we conciliated controversial results

about the relationship of the structure of internal tunnels and the association kinetic constants; we



identified critical residues highly conserved in this family involved in the ligand migration process;
we found internal hexacoordination phenomena in an antarctic bacteria trHb; we also characterized
the stabilization of different ligands such as CO, O, SH, F coordinated to the heme group; and
finally we found an important relationship between the protonation of a particular histidine and the

O, uptake in myoglobin.

Keywords: globins, truncated hemoglobinas, molecular dynamics, QM/MM, Jarzynski.
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Capitulo 1. Introduccion General.

Hemoproteinas:

Las hemoproteinas son una familia de proteinas que poseen un grupo hemo unido
generalmente de forma covalente a la proteina. Las mismas han sido encontradas en casi todos los
organismos vivientes, y realizan una gran variedad de funciones tales como transportar gases como
en el caso de la hemoglobina, mioglobina y nitroforinas!-; actuar como sensores de los mismos,
como la guanilato ciclasa’, Fix-L7, y CooAS8; participar en reacciones de transferencia de electrones,
como el caso de los citocromos; asi como también en reacciones redox, como el caso de las
peroxidasas; y finalmente -catdlisis entre especies reactivas de de nitrégeno y oxigeno
(flavohemoglobinas, Hemoglobinas Truncadas, etc)°.

El grupo hemo posee un dtomo de hierro que puede existir tipicamente en los estados de
oxidacion Fell o Felll. EI mismo se encuentra unido a cuatro dtomos de nitrégeno de la porfirina
(ecuatoriales) (Fig. 1.1) y a un aminoacido ubicado en el entorno proximal (axial) del grupo hemo
formédndose la pentacoordinacién (Fig. 1.2). Se define entorno proximal y distal del grupo hemo, a
las dos regiones que quedan delimitadas por el plano que describe el anillo porfirinico. En algunos
casos, como en la mioglobina, la leghemoglobina y la neuroglobina, el aminodcido encargado de la
coordinacién proximal es una histidina (Fig. 1.2)>1%!1; otras veces, como en el citocromo p450 o en
la 6xido nitrico sintasa puede ser una cisteina'?; y por ultimo en la catalasa de E. coli se ha

encontrado una tirosina en este sitio’.

HOOT

COOH

Figura 1.1.- Izquierda: Grupo hemo donde se resaltan los nitrégenos que se coordinan al Fe en el

centro. Derecha: Detalle del tetrapirrol ciclico.
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Entorno proximal

Figura 1.2.- Sitio activo de una globina, donde puede observarse la coordinacién del dtomo de Fe

con los 4 nitrégenos de los pirroles, y con el imidazol de una histidina en el entorno distal.

Globinas

Dentro del conjunto de las hemoproteinas, existe una superfamilia denominada globinas.
Estas proteinas presentan un plegamiento particular de 3 hélices alfa sobre 3 hélices alfa, con el
grupo hemo en el centro (Fig. 1.3). Las hélices se denominan A, B, E, F, Gy H. Entre la B y la E se
encuentra el loopCD que se cree posee un rol importante en la funcién de estas proteinas. Los
miembros mas representativos son la mioglobina, la neuroglobina, y la leghemoglobina? 3.

Como en las protefnas la estructura se encuentra mds conservada que la secuencia de
aminodcidos, se le asigna un nombre compuestos por letras y ndmeros a las posiciones mads
relevantes dentro de la estructura de la proteina: Ej TrpG8, AlaE7. En general, consisten en
posiciones cercanas al sitio activo que podrian estar implicadas en la actividad de la misma, o
simplemente sitios estructurales, donde se ha conservado el aminodcido a través de la historia
evolutiva de esa familia. Un determinado sitio estructural no siempre deberd estar ocupado por el
mismo aminoécido, pero en general, si estd ocupado por uno diferente, es muy comuin que posea
caracteristicas similares al primero (polaridad, capacidad de formar puentes de hidrogeno, etc). En
los casos donde el aminodcido presente en el sitio, posea caracteristicas fisicoquimicas muy

diferentes al aminodcido conservado en el resto de las proteinas de esa familia, existirdn
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posibilidades de estar en presencia del origen molecular sobre las diferencias que existen entre
dichas proteinas. Por esta razén, en adelante no s6lo se le dard importancia a la similitudes y
diferencias entre los aminodcidos de cada proteina sino también a los sitios de localizacién de los
mismos, dentro de la estructura de la misma.

De todas formas, en ocasiones, aparecen residuos importantes que no se encuentran en un
sitio conservado dentro de la estructura de la proteina, por lo tanto, no podrén ser nombrados con la
localizacion en la cual se encuentran. En este caso se identificard al aminodcido con un nimero que

corresponde a la posicidn que posee dicho aminoécido en la estructura primaria: Ej Met92, Tyr36.

En la gran mayoria de los casos, la afinidad por pequenos ligandos (O,, CO, NO) resulta
fundamental para la funcién de estas proteinas, por tal razén, el estudio de los mecanismos
involucrados en la afinidad de los ligandos resulta muy relevante para comprender el

funcionamiento de las mismas

Figura 1.3. Estructura general de una tipica globina, con sus 6 hélices (verde) y el grupo hemo
(amarillo) con el d4tomo de Fe en el centro. Las hélices y la regién del loopCD se muestran en la

figura.
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Hemoglobinas Truncadas

Desde hace unos afios se han encontrado una subfamilia de Globinas, que fueron llamadas
Hemoglobinas Truncadas (trHb)°, ya que comparten un plegamiento muy similar a las globinas,
pero poseen 20-40 aminodcidos menos, y carecen de dos de sus hélices. Por lo tanto el plegamiento
en este caso resulta ser de 2 hélices sobre 2 hélices (Fig. 1.4)

Se les han asignado funciones que van desde sensores de O,/NO, transferencia de electrones,
reacciones redox, hasta transporte de oxigeno bajo condiciones de hipoxia, entre otras'*. A estas mas
de 200 proteinas encontradas en bacterias, protistas y plantas se las ha clasificado en los grupos I, II
y I a partir de andlisis filogenéticos (Fig. 1.4). Existen organismos tales como M. tuberculosis, M.
avium 'y M. smegmatis que poseen mds de una trHb, donde cada una pertenece a un grupo diferente.
Para diferenciar las distintas proteinas que posee un mismo organismo se las identifica con una letra
accesoria: la N para la proteina encontrada en el grupo I, la O para la encontrada en el grupo Il y la
letra P para la encontrada en el grupo IIl. Asi la M. avium N pertenece al grupo I y la M. avium O
pertenece al grupo II. Se postula que los genes de cada grupo (O, N y P) son ortélogos entre si ya
que existen en diferentes organismos y poseen alta identidad de secuencia entre si. Por ejemplo, la
identidad de secuencia entre la M. tuberculosis N (trHbN) y la M. tuberculosis O (trHbO) es de 18%

mientras que entre M. tuberculosis O y M. avium O la identidad es del 84%.

Aunque estructuralmente estas proteinas son muy similares entre si, de forma tal que uno
podria superponer las hélices de estas proteinas de forma muy sencilla, y teniendo en cuenta que
muchos residuos se encuentran altamente conservados existen ciertos cambios puntuales en residuos
del sitio activo que ofrecen un abanico de variantes. Cambios puntuales en posiciones especificas de
las proteinas (B10, CDI1, E7, etc) modulan la estabilizacién de los ligandos (O,, NO, CO) que se
coordinan al Fe (Fig. 1.5). De esta forma, existen comportamientos muy diferentes frente a ligandos
diatémicos en algunos miembros de esta subfamilia (Fig. 1.4 y 1.5) *. Lo mismo sucede en el caso
de los canales internos de migracion, dado que los mismos se conservan en muchas de estas

proteinas, pero debido a cambios puntuales en ciertos residuos, estos desaparecen.
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Q,

OB

Figura 1.4. Estructura general de una tipica Hemoglobina Truncada, con sus 4 hélices (verde) y el
grupo hemo (amarillo) con el 4tomo de Fe en el centro. Si bien la hélice F no es considerada como

tal en las Hemoglobinas Truncadas, fue marcada en el esquema para mejorar la comprension.
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Figura 1.5.- Arbol filogenético de algunos miembros de la familia de Hemoglobinas Truncadas'*.
Las columnas corresponden a los sitios del entorno distal y proximal del grupo hemo. En la parte
superior del arbol se encuentra la mioglobina de Cachalote (Sperm whale) y la flavohemoglobina

de Vitreoscilla stercoraria quienes no pertenecen a la sub-familia de hemoproteinas truncadas.

Por todo lo expuesto, las Hemoglobinas Truncadas resultan ser un excelente sistema de
estudio para comprender las caracteristicas fisicoquimicas que regulan las reacciones que ocurren
dentro de las hemoproteinas. Cada detalle revelado, podra ser sometido a evaluacién contra el resto
de los miembros de esta famlia, y de esta forma estudiar no una, sino una familia de proteinas. Esto

nos permitiria obtener un panorama mds completo de los fendmenos estudiados.
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Afinidad por licandos pequeios en hemoproteinas:

Experimentalmente la afinidad de los ligandos estd caracterizada por la constante de
equilibrio (Ky), determinada por la relacion entre la constante cinética de asociacién (k,,) y la de
disociacion (k). En la mayoria de las hemoproteinas, la k,, depende de dos procesos: la migracion
del ligando desde el solvente hasta el sitio activo, y la coordinacién al hemo. El primer paso (la
migracién del ligando) estd determinado a su vez por tres factores: la presencia de cavidades
internas'®, la presencia de residuos particulares actuando como puertas (gates)!, y en algunos casos
por la presencia de ligandos enddgenos que se coordinan al Fe ocupando la posicion disponible para
los ligandos'. El segundo paso (la coordinaciéon del ligando al hemo) estd determinado
principalmente por el estado de spin, y la posicion relativa al plano del hemo del dtomo de Fe. Esto
puede observarse en los valores reportados para diferentes hemoproteinas, donde se observa que la

k,»NO es mayor que la k,,0-, y que esta a su vez es mayor que la k,,CO". (Fig. 1.6)

kon O|2
0 + —Fe— : -~ Fe
koff

Figura 1.6. Reaccidén de coordinacién entre el O, en solucién y la hemoproteina, que en el esquema

se encuentra representada por el dtomo de Fe, en el grupo hemo.

Por lo tanto, cuando se comparan sistemas diferentes (diferentes proteinas, proteinas
mutantes, etc) utilizando el mismo ligando (O,, CO o NO) es posible relacionar directamente la
constante cinética de asociacion (k,,) con la migracion de los ligandos hasta el sitio activo.

Los valores de las k,,0, van desde 10* M''s™! en sistemas con muy poca accesibilidad al sitio
activo, hasta valores tales como 10° M's™ donde la constante pasa a estar controlada principalmnte
por la difusién del ligando desde el solvente hasta el sitio activo. Este tltimo caso puede observarse
en estudios de hemos en solucién'®. Por su parte, la k,; estd determinada por dos procesos: la ruptura
del enlace entre el Fe y el ligando, y la migracion del ligando desde el sitio activo hasta el solvente.
Tal como sucede con las k,,0-, las cinéticas de disociacion también cubren un amplio rango que va
desde 107 s hasta 10* s™'. En este caso, existen diferencias fundamentales segtin el tipo de ligando
que se encuentre coordinado al Fe. Cuando el ligando es el oxigeno, existe una correlacién muy

fuerte entre mutaciones del sitio distal y los cambios en las k. Sin embargo, dicha correlacién no
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se observa cuando el CO o el NO es el ligando que se une al Fell. De hecho, independientemente de
la modificacion de residuos distales, los valores de k,;CO o k,;NO son =1 x10% 5!, Por esta razén,
resulta evidente que la labilidad de la unién Fe-O, esta determinada en gran medida por los residuos
del entorno distal, mientras la unién Fe-CO o Fe-NO estd menos influenciada por los residuos
distales, y se debe fundamentalmente a la reactividad intrinseca del ligando con el grupo hemo. Por
lo tanto en la presente tesis nos ocuparemos de las k,; de O,, y en especial sobre como esta

constante se relaciona con los residuos del entorno distal.

Caracterizacion cinética y termodindmica de la afinidad: Las técnicas mas ampliamente utilizadas
para los estudios cinéticos de afinidad de ligandos son las de Stopped Flow y de Flash Fot6lisis®. La
primera consiste en realizar mezclados muy veloces de los reactivos, que seran detectados durante la
reaccion. La segunda consiste en hacer incidir un pulso de luz sobre la proteina que posee el ligando
coordinado, logrando que el mismo se libere, y realizando mediciones sobre la recombinacién de
este ligando al hierro. Los detectores tipicamente miden longitudes de onda cercanas a la banda de
Soret, donde la diferencia de absorcidn entre los dos estados del sistema (Fell-O,, Fell) es mdxima.
Ambas técnicas permiten realizar mediciones de las constantes cinéticas k,, y k. explicadas con
anterioridad.

Otra técnica experimental ampliamente utilizada para el estudio biofisico de proteinas es la
espectroscopia Raman Resonante. Esta técnica permite estudiar en solucién y a temperatura
ambiente las vibraciones, en este caso del hemo y sus ligandos!*°.

Es ampliamente conocido que el modo de vibracion O-O de una molécula de oxigeno
coordinada al hemo (Fell) (donde hay una histidina que ocupa la sexta posicion de coordinacion),
tipicamente es silenciosa en el espectro de Raman Resonante. Por lo tanto, para estudiar la dindmica
estructural del sitio activo en hemoproteinas, se utiliza el CO en lugar de O,, que es el ligando
natural de estas proteinas. El complejo Fe-C-O en estas hemoproteinas se puede describir mediante
dos estructuras de resonancia (Fig. 1.7), que surgen de la retrodonacién del metal al ligando. Este
ligando devuelve densidad electrénica de sus orbitales d a los ® del CO. Un entorno positivo
desestabiliza la forma 1, facilitando la retrodonacién con el metal. De esta forma se fortalece el
enlace Fe-CO, pero se debilita el enlace C-O?'. Un entorno negativo estabiliza la forma 2 y produce

el efecto contrario en los enlaces mencionados.
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Figura 1.7.- Estructuras de resonancia del complejo hemo-CO. Un entorno negativo favorecera la

forma 1 (izquierda), mientras que un entorno positivo favorecera la forma 2 (derecha).

Por lo tanto, existe una correlacion inversa entre estas dos frecuencias (Fe-CO, y C-O) segtn
el entorno del sitio distal que posea la proteina en estudio (Fig. 1.8). Segtn los valores que presenten
nuevas proteinas, podrd inferirse el potencial electrostitico que experimenta el CO coordinado al

hemo, y de esa forma inferir los residuos que podrian estar interactuando con el ligando.

7 (A) L-Fe-C=0% < L-Fe=C=0
550 ..
3 1w V trHbN,.
£ | MPc ¥y HbO
S 530 Cgbcl,j-.‘._,v_‘
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Figura 1.8.- Relacién inversa entre la frecuencia de C-O y la frecuencia de Fe-CO, para diferentes
proteinas: mioglobina de cachalote (swMb), hemoglobina truncada de M. tuberculosis O y N
(trHbO y trHbN), hemoglobina truncada de C. jejuni (trCtb), globina de C. jejuni (Cgb), y

flavohemoglobina (Hmp). Los subindices “0” y “c” corresponden a diferentes conformaciones

(open) y (closed) de las proteinas®.
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Simulaciones computacionales de la afinidad de ligandos: Estudiar la dindmica de los sistemas de
interés requiere en muchos casos de esfuerzos compartidos entre diferentes técnicas experimentales
tanto como tedricas. De esta forma podran relacionarse las cinéticas de asociacién k,, con los
resultados de las simulaciones de migracién de ligandos, y por otro lado se podra relacionar las
k0> medidas, con el entorno que presente el sitio activo en los diferentes sistemas.

En la presente tesis se mostrardn algunos resultados que fueron obtenidos en conjunto con
grupos experimentales colaboradores, donde se intent6 responder una unica pregunta atacidndola

desde diferentes frentes.

Experimentos in-vivo: Si bien las técnicas biofisicas resultan herramientas muy poderosas
para el estudio de reactividad de hemoproteinas, poseen ciertas limitaciones por realizarse en
entornos no fisiolégicos (mediciones in-vitro). Es necesario por lo tanto, experimentos que
confirmen las hipétesis, o que alimenten el disefio de nuevos experimentos biofisicos,
realizando mediciones en los microorganismos vivos (mediciones in-vivo).

Para estos estudios, se utilizan organismos genéticamente modificados que carecen del gen
que expresa la proteina de interés. De esta manera es posible evaluar los efectos que produce la
ausencia de dicha proteina, e incluso expresar una variante de esta proteina mutante, para poder

estudiar el efecto que la misma produce?*>.

Detoxificacion de 6xido nitrico:

El agente causante de la tuberculosis humana es el microorganismo Mycobacterium
tuberculosis. Esta es actualmente la enfermedad infecciosa que mds vidas cobra en el mundo:
mueren anualmente 3.000.000 de personas de esta enfermedad. Se estima que un tercio de la
poblacion mundial se encuentra infectada con el bacilo de la tuberculosis, y el 95% de los casos
reportados provienen de paises subdesarrollados, donde la mitad de los enfermos mueren por la
falta de recursos sanitarios?*-2.

Ante ciertas infecciones parasitarias, como la producida por M. tuberculosis, l1os macréfagos

del hospedador responden a la invasiéon produciendo 6xido nitrico (NO) que interfiere con el
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metabolismo del patdégeno. Se ha reportado que el NO interfiere con las cistein proteasas,
fundamentales en el ciclo celular de los microorganismos®. La mayoria de los organismos, como
Leishmania, Trypanosoma y Plasmodium no logran sobrevivir al asedio de NO, sin embargo, en los
organismos infectados con M. tuberculosis, se ha observado que el patdgeno logra resistir el ataque
oxidativo, aun en altas concentraciones de NO

Mycobacterium tuberculosis codifica para dos hemoproteinas truncadas, la Mt-trHbO y la
Mt-trHbN, correspondientes a los genes glbN y glbO respectivamente. La primera se expresa
durante la fase estacionaria y la segunda durante la fase de crecimiento de la bacteria, sugiriendo
que ambas proteinas deben cumplir roles fisiologicos diferentes. Se ha demostrado que la Mt-trHbN
estd involucrada en la resistencia del organismo contra los efectos toxicos del NO?*+3°.

Se ha encontrado que el NO accede al grupo hemo y reacciona con el O, que se encuentra
coordinado al Fell, produciéndose nitrato, un compuesto inofensivo para el microorganismo, de

acuerdo a la siguiente reaccion:

Prot(Fell-0,) + NO — Prot(Felll) + NO;

Esta reaccion puede dividirse en los siguientes pasos: en primer lugar el O, debe migrar a
través de la matriz proteica, para que luego ocurra la reacciéon de coordinacion del oxigeno al Fell.
Luego es el NO quien debe migrar hasta alcanzar al O, coordinado, y que ocurra la reaccion de
oxidaciéon de NO. Después de esta reaccion el producto formado (NOy') debe liberarse al solvente,
para que finalmente la proteina pueda ser reducida nuevamente a Fell.

Experimentalmente se mide la constante de asociaciéon de O, a la proteina desoxigenada
(k,nO2) como ha sido explicado anteriormente; y también se mide la oxidacién de NO (k,NO)
haciendo reaccionar la hemoproteina oxigenada con NO, y registrando la apariciéon de la especie
Prot(Felll). Existen controles experimentales que ayudan a establecer que la proteina es quien estd
catalizando la reacciéon de detoxificacion de NO a NO;. Por un lado, la cantidad de nitrato
producida debe ser estequiométria con la cantidad de proteina oxidada®, y por el otro la presencia
de nitrito, quien es el principal producto de la reaccién no enzimatica®, debe permanecer debajo de
ciertos umbrales.

Si bien se hipotetiza acerca de ciertas proteinas que podrian actuar reduciendo a la
hemoproteina oxidada (Felll), aun no existe evidencia fuerte acerca de los mecanismos a través de

los cuales la proteina se recupera para volver a ser operativa en el organismo.
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Capitulo 2. Metodologia general.

Introduccidn:

Como toda técnica utilizada en investigacion, las simulaciones computacional tienen sus
limitaciones. Pero en este caso, existe una que se destaca por sobre todas las demds: el costo
computacional de los procesos. Si uno desea utilizar métodos rigurosos, deberd utilizar sistemas
pequeios. Por el contrario, si uno desea estudiar sistemas grandes, deberd disminuir la rigurosidad
de los métodos. Serd mérito del investigador lograr escoger el método mds adecuado, realizando un

balance entre la calidad de las predicciones y costo de cdlculo computacional.

M¢étodos basados en la mecanica cuantica:

Cuando se desea predecir las propiedades de sistemas microscopicos, donde los
protagonistas son los electrones, se deben resolver las ecuaciones de la Mecdnica Cudntica, que

tiene como ecuacion fundamental a la ecuacidn de Schrodinger ! :

VP (r,0) + V() = IHE @D
2m ot

Esta es una ecuacién diferencial cuya solucion consiste en obtener la funcién de onda, que
da la descripciéon matemaética de un sistema de particulas cudnticas, sujetas al potencial. La funcién
de onda contiene toda la informacidén necesaria para calcular las propiedades del sistema. El
objetivo bésico de la quimica cudntica es resolver la ecuacién de Schrodinger para un sistema
molecular.

Resulta imposible resolver de forma exacta esta ecuacién para un sistema molecular, y se
deben buscar soluciones aproximadas. El primer paso en el camino a la solucién consiste en
suponer que el potencial es independiente del tiempo (lo cual es cierto si no hay fuerzas externas). A
partir de esto se deduce una ecuacién independiente del tiempo, cuya solucion sélo depende de las
coordenadas espaciales de las particulas, que ademds estd univocamente relacionada con la energia
del sistema. Si definimos ahora al operador hamiltoniano como:

H=-T"v4v
2m
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la ecuacion de Schrodinger se reduce a:

H¥(r) = E¥(r)

La ecuacién de Schrodinger, es por lo tanto una ecuacién diferencial en derivadas parciales
de autovalores, en donde un operador actiia sobre la autofuncion, obteniendo como resultado a la
funcién multiplicada por un escalar. La segunda simplificacion que debemos tener en cuenta es la
denominada aproximacién de Born-Oppenheimer que consiste en desacoplar el movimiento de los
nucleos del de los electrones. Este procedimiento se justifica ya que la velocidad relativa de los
nucleos con respecto a la de los electrones es despreciable. Asi, se asume que los electrones se
mueven en un potencial de cargas positivas estdticas dadas por las posiciones nucleares. El
problema queda ahora reducido a obtener la funcién de onda para el siguiente operador denominado

Hamiltoniano electrénico:

R N N M o7 N N
H, :_Z_V?_ZZ_A+ZZ_
o 2 i=t A=l B i= i B

En este operador podemos distinguir ahora tres términos, el primer término representa la
energia cinética electronica, el segundo es el potencial asociado a la interaccion nucleo electron y el
tercero es el potencial de la interaccion electron-electron. Si bien con las aproximaciones
mencionadas hemos simplificado el problema en este punto ain carecemos de un método que nos
permita resolver la ecuacién de Schrodinger. La clave para resolver de manera aproximada
ecuaciones diferenciales del tipo que nos concierne es el principio o teorema variacional. EI mismo
postula que al evaluar la energia con una funcién de prueba (diferente de aquélla que es solucion
exacta de la ecuacién que no conocemos), la energia que se obtendrd serd siempre mayor a la
energia real (la correspondiente a la funcién de onda que es solucién exacta) del sistema, o sea:

(W’ (DIH |y’(r)) = Ey

Donde Ejrepresentala energia real del sistema que corresponde a evaluar:

(w(n|H |y(r)) = Eo
y la funcion de onda es la funcién de onda real del sistema, solucién exacta de la ecuacion de

schrodinger para el estado fundamental. Esto permite proponer como estrategia para encontrar
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soluciones aproximadas de la ecuacién de Schrodinger, la busqueda de aquellas funciones que
minimicen la energia del sistema. Dado el operador Hamiltoniano, existe un conjunto infinito de
soluciones (cada una representada por una autofuncion y su autovalor) que se pueden ordenar

crecientemente segun:
1f1|\{'i>:si\‘}'i> i=012,.. g<g<.<g<
Teoria del Funcional de la Densidad (DFT)

Un formalismo que se ha popularizado enormemente en los ultimos afios debido a su
eficiencia computacional y a la calidad de los resultados obtenidos, se conoce como teoria del
funcional de la densidad (DFT)!. La teoria de los funcionales de la densidad se basa en los teoremas
de Hohenberg y Kohn formulados en los afios 60 que permiten describir el problema electrénico
usando la densidad de carga electrénica. El primero de los teoremas establece que la funcién de
onda, y por ende cualquier propiedad del sistema, se halla univocamente determinada por la
densidad electrénica del sistema.

En el contexto de DFT la energia E en funcién de la densidad estd dada por:

Elp]=T[p]+V.[r]+V.[P]

donde los términos corresponden a la energia cinética (7), la interaccion electron-electron (V) y la
interaccién nucleo-electrén (V,.). Usando diferentes definiciones de cada uno de los términos
anteriores, y utilizando la aproximaciéon de Kohn y Sham que considera electrones no

interactuantes, la férmula final para el funcional de la densidad puede escribirse como:

1
Elp)=T.1p] Vi lp)+ [ [P drar, + £, [ ]

12

Con esta definicion podemos calcular la energia para todos los términos, excepto por la
relativamente pequefia contribucion de el término de intercambio y correlacion (E,.), cuya forma
funcional no es conocida. La teoria del funcional de la densidad, sumado a la aproximacion de Kohn
y Sham se basa en un funcional exacto por definicién, donde los efectos debidos a la naturaleza
cudntica del electrdn, el intercambio y la correlacién son descriptos por el término E,.. Sin embargo,

como la dependencia funcional de E,. con la densidad es desconocida, esto implica que la precision

29



y calidad de un cdlculo basado en DFT estara intimamente relacionada con la aproximacién
utilizada para darle forma al funcional de intercambio y correlacion. Existen muchos funcionales de

intercambio y correlacién. Los mds utilizados en sistemas bioquimicos son: BLYP, B3LYP, PBE 2.

M¢étodos basados en la mecanica clasica

Un tipo de aproximacién muy ttil al trabajar con sistemas constituidos por miles de dtomos
como las proteinas, son los métodos basados en la mecdnica cldsica. En la misma se representa a la
proteina como un sistema mecdanico en el cual las particulas que lo componen, en nuestro caso los
atomos, interactian entre si a través de potenciales analiticos sencillos. Es decir, los dtomos
interactiian entre si a partir de ecuaciones matemdticas simples donde se incluyen por ejemplo: la
distancia entre ellos, los dngulos, la carga de cada uno, el radio de los mismos, etc. Al conjunto de
ecuaciones y pardmetros necesarios para evaluar la energia potencial, se lo denomina campo de
fuerza y generalmente se encuentran disponibles para el publico dentro de paquetes de programas
tales como CHARMM 3, GROMOS ¢, Amber 7, etc. En el campo de fuerzas AMBER la energia

potencial es funcidn de la posicion de los N dtomos del sistema y su forma funcional es la siguiente:

Ec™M) =Y K, (b-b) + Y K,(0-6,) +
bonds angles

& B N N
m;“ 5 [1+cos( ¢ 7)]+Z§ P R;’ R,

A, B gq,
U R 4}
ij i

En primer lugar se encuentra el potencial que describe los enlaces covalentes entre los
atomos. En este caso b, es la distancia de equilibrio, b la distancia a cada paso de la simulacién, y
K, la constante para ese par de dtomos. El segundo término corresponde a los dngulos formados
entre tres dtomos unidos consecutivos, y el tercero corresponde al dngulo diedro formado entre

cuatro atomos consecutivos.

El dltimo término corresponde a interacciones entre &tomos que se encuentran a mas de tres
enlaces covalentes (términos de no unién) que poseen dos contribuciones. Por un lado, la

interaccion electrostatica entre las cargas g; y ¢; de los dtomos involucrados que se encuentran a una
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distancia R;. Por otro lado la interaccién de Lennard Jones, que representa las fuerzas dispersivas o

de London que experimentan dichos dtomos.

M¢étodos hibidos cudntico/clasicos:

Hasta aqui hemos explicado brevemente los fundamentos teéricos de los métodos cudnticos
(QM) y los métodos clasicos (MM). La complejidad y precision de los métodos QM permite, al
describir en detalle la estructura electronica del sistema y estudiar procesos reactivos. Sin embargo,
debido a su alto costo computacional, se hace muy dificil tratar sistemas de mas de 100 dtomos. Por
otro lado los métodos MM permiten tratar de una manera simplificada a sistemas con miles de
atomos, como las biomoléculas. Sin embargo son incapaces de describir procesos reactivos. Por lo
tanto es deseable poder combinar ambos métodos contruyendo un método hibrido.

Los métodos hibridos QM/MM permiten estudiar reacciones quimicas en sistemas
complejos como las proteinas o las fases condensadas. Estos métodos describen al soluto o sitio
activo de la enzima mediante métodos de estructura electrénica (subsistema cudntico) y al resto del
entorno (proteina y/o solvente) por métodos clasicos (subsistema clasico). El Hamiltoniano total y

la energia del sistema tiene tres contribuciones:
Eror= Eou + Eym + Eouum

En este trabajo de tesis, se utiliz6 el programa Hybrid que ha sido desarrollado en el grupo
en que se realizé la presente Tesis® . Este programa calcula la contribucién cudntica a nivel de DFT,
teniendo en cuenta s6lo los d&tomos cudnticos, pero considerando a los electrones inmersos en el
potencial generado no sélo por los nicleos de éstos, sino ademds por el potencial generado debido a
las cargas parciales de los dtomos cldsicos. La contribucién clésica es calculada con el campo de
fuerzas sin modificaciones. El término critico es el del acoplamiento cuantico-cldsico. Este término

también estd compuesto por tres contribuciones y se calcula de acuerdo a:

C Cc Q Z
EQM—MM = qu' I&dr + ZZC]]—H + Eé);]\/I—MM
=1 ‘r - Ti‘ =l a=I1 |R,1 - Ti‘
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Siendo C el numero de dtomos cldsicos con cargas parciales ¢, Q, es el nlimero de dtomos
cuanticos con indice i. El primer término representa la interaccion entre la densidad electrénica
cudntica y las cargas parciales de los dtomos clasicos. El segundo representa la interaccion entre los
nucleos de los d&tomos cudnticos y las cargas parciales clasicas. Estos dos términos representan la
interaccion electrostdtica entre los dos subsistemas. El tercer término representa la interaccion de
VDW entre los atomos de ambos sistemas y se calcula usando un potencial de Lennard-Jones

idéntico al usado en el campo de fuerzas clésico.

Dinamica molecular

Con la energia potencial encontrada de forma clésica, cudntica o hibrida cudntico/clasica, es
posible encontrar la fuerza que experimenta cada dtomo. Con esta fuerza y la masa del dtomo, e
integrando las ecuaciones de movimiento de Newton es posible calcular la nueva posicion que
tomard el sistema al cabo de un cierto tiempo denominado time step (dt). Existen diferentes
algoritmos para integrar las ecuaciones de movimiento. Es importante notar que el dr debe ser tan
pequeiio como para poder describir de manera adecuada el movimiento natural del sistema como si
la integracion de las ecuaciones de Newton fuera exacta. Sin embargo cuanto menor sea el mismo,
deberéa realizarse un mayor nimero de cdlculos para simular un tiempo total dado. En general una
buena solucién de compromiso, es utilizar un dt que sea un décimo del tiempo caracteristico del
modo mas rdpido del sistema. En proteinas, cuando se mantienen los hidrégenos fijos, el tiempo
caracteristico de la vibracién de enlaces covalentes ocurre en decenas de fs, por lo tanto el dt

utilizado en estos casos es de 1-2 fs.

Integracion de las ecuaciones de movimiento: Algoritmo de Verlet: Existen diferentes algoritmos
para integrar las ecuaciones de movimiento. En todos los casos, se asume que las posiciones y las
propiedades dindmicas (velocidades, aceleracion, etc) pueden ser aproximadas como una expansion

de Taylor:
r(t+dt) = r(t) + dt v(t) + V2 df a(t) + 1/6 df b(t)+........

V(t+dt) = v(t) + dt a(t) + Vadf? b(t) + 1/6 dF c(t)+........
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El algoritmo de Verlet® utiliza una idea muy inteligente, para realizar la integracion, a partir

de la posicion anterior que tomo la particula r(7 — dt), donde:

r(t+dt) = r(t) + dt v(t) + V2 df a(t) +........

r(t-dt) = r(t) - dt v(t) + Y2 df a(t) -........

Sumando ambas ecuaciones, tenemos:

r(t+dt) = 2 r(t) -r(t-dt)+ dr’ a(t)

Donde las velocidades no se encuentran de forma explicita, sino que la posicion de la
particula luego de un tiempo dt puede encontrarse a partir de la posicion y aceleracion actual, junto

con la posicién previa.

Para encontrar las velocidades, existen numerosas formas. Una de ellas es a partir de las

diferencias de las posiciones que tomo la particula en un lapso de tiempo 2 dt:

v(t)= [r(t+dt) — r(t-dt)] /2dt

Tratamiento de la temperatura. Como las velocidades de los d&tomos de un sistema determinan la
temperatura del mismo, al asignar velocidades iniciales a los 4tomos, estaremos asignando una

temperatura al sistema segun la siguiente ecuacion:
X hmv) = BL(3NKT)

El término de la izquierda corresponde a la energia cinética promedio de todos los dtomos
del sistema, donde m corresponde a la masa y v a la velocidad de los d&tomos. En el término de la
derecha se encuentra la constante de Boltzmann k, la cantidad total de dtomos del sistema y la
temperatura del mismo 7. Por lo tanto podemos seleccionar una temperatura a la cual deseamos

realizar la simulacidn, y a partir de esta, asignar velocidades a los dtomos de forma tal que respeten
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la temperatura indicada mediante la ecuacion que las relaciona.

Uno de los métodos mas usados para mantener la temperatura cercana a un valor deseado en
una simulacién de dindmica molecular es el algoritmo de Berendsen'® . El denominado termostato
de Berendsen acopla al sistema a un bafio térmico (a la temperatura deseada) que actda como fuente
o sumidero de energia térmica. Las velocidades del sistema (y por lo tanto la energia cinética) son
escaladas en cada paso de dindmica, de modo tal que el cambio es proporcional a la diferencia entre
la temperatura del sistema y la del bafio térmico. El factor de escalamiento se calcula de acuerdo

con la siguiente expresion:

22 — 1+é Thuth _
\T(t)

Donde tes el pardmetro de acoplamiento que regula cuan fuerte es el acoplamiento entre el

bafo y el sistema. Si7 es igual a ot el acoplamiento es maximo y la temperatura del sistema es igual

a la deseada en todos los pasos.

Dinamica molecular clasica guiada

En algunos casos, los procesos que se desean estudiar por dindmica cldsica, requieren de
tiempos de simulacion muy elevados (migracion de una hormona a través de una membrana
lipidica, migracién del oxigeno dentro de la hemoglobina humana, etc). Inclusive si uno realizara
simulaciones suficientemente largas como para lograr que el proceso ocurra en el tiempo de
simulacién, serfa insuficiente para obtener parametros termodindmicos y cinéticos del proceso. Es
necesario, en estos casos, utilizar técnicas computacionales que aceleran el muestreo. Algunas de
ellas utilizan diferente temperatura para la proteina y el ligando, otras utilizan optimizaciones

durante la dindmica molecular!!, y hay algunas que no utilizan el ligando explicitamente'2.

Método de muestreo sesgado (Umbrella Sampling)

El perfil de energia libre a lo largo de una coordenada de reaccion contiene informacién
valiosa acerca del proceso que se estd estudiando. Dicho perfil puede ser también calculado a partir
de la siguiente ecuacion:

G(&=-kT In g({)+C
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Donde C es una constante, G(&) es la energia libre, & la coordenada de reaccion, y g(&) la
funcién de distribucién. La funcién de distribucion estd relacionada con las veces que el sistema
visit6 las diferentes configuraciones, a lo largo de la coordenada de reaccion establecida &.

En muchos casos, obtener la funcién de distribucién apropiadamente requiere de un elevado
costo computacional, dado que las configuraciones poco probables serdn poco visitadas durante la
simulacion. Por tal razén, se emplean métodos que modifican la superficie de energia potencial
(véase Campos de fuerza cldsicos) agregando un término especial que permite que el sistema visite
con mayor frecuencia las configuraciones menos probables.

Se denomina Umbrella Sampling® al método que utiliza potenciales cuadréticos para
modificar el potencial original. En esta técnica, el potencial se agrega a lo largo de la coordenada de
reaccion, de forma tal de lograr que el sistema la visite de forma completa. Obsérvese en la figura

2.1 la forma de paraguas (umbrella en inglés) de los potenciales cuadriticos que se afiadirdn al

NVAVAYY
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potencial total del sistema.

Figura 2.2.- Esquema de los potenciales cuadriticos que se agregan al potencial total, a través de la

coordenada de reacci6n arbitraria {, en una simulacién de Umbrella Sampling.

Se realizan por lo tanto muchas simulaciones independientes, donde en cada una se agrega
un potencial diferente, en diferentes porciones de la coordenada de reaccidén escogida. Estas
simulaciones o ventanas visitardn diferentes configuraciones a lo largo de la coordenada de
reaccion escogida, en respuesta al potencial cuadritico que ha sido anadido. Deberd prestarse
particular atencion al valor que posea la constante del potencial cuadratico, que deberd ser lo
suficientemente grande como para que el sistema visite las configuraciones correspondientes a la
ventana de interés, pero lo suficientemente chica como para que las ventanas se superpongan.

El problema consiste ahora en cémo combinar las diferentes ventanas del perfil (una para
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cada potencial utilizado), para asi obtener el perfil de energia libre completo. Dado que las ventanas
se superponen unas con otras, es posible construir el perfil completo, haciendo coincidir las
ventanas unas con otras. Sin embargo existen métodos mas precisos para la construccion del perfil.
El mas conocido es el método WHAM (Weighted Histogram Analysis Method) y es el que se utiliza

en la presente tesis'.

Método de Jarzynski (MSMD)

Un método que ha resultado ser muy adecuado para el estudio de migracion de ligandos, es
el denominado Dindmica Molecular Guiada (MSMD). Esta técnica ha mostrado ser una herramienta
muy poderosa para calcular perfiles de energia libre de la migracion de ligandos!+6.

En los cédlculos de Dindmica Molecular Guiada (MSMD) el potencial original se modifica

agregando un nuevo término V,.(1), que es dependiente del tiempo como se muestra a continuacion:

Vaad(t) = (V) k [E— & ()]

donde la constante k es arbitraria y debera ser lo suficientemente grande como para que el ligando
logre desplazarse a lo largo de la coordenada de reaccidn, y lo suficientemente pequefia como para
que la posicién del ligando sea afectada por el entorno. Por otro lado & es la posicién actual del
sistema en la coordenada de reaccidn elegida, y &(¢) es la posicién de equilibrio deseada, que se ird

modificando a medida que transcurra la simulacion, como se muestra a continuacion:.

E (1)=& +vt

donde r es el tiempo, v es la velocidad y & corresponde al valor de equilibrio inicial. La idea por lo
tanto es guiar al sistema a lo largo de la coordenada de reaccién que en nuestro caso serd la distancia
Fe-ligando.

La fuerza que el sistema realiza en cada paso puede calcularse tomando en cuenta la
posicion real que tomo el sistema en la coordenada de reaccion elegida, y la posicion de referencia

donde se encontraba fijado el potencial arménico (V..(?)) en ese paso.

F=-k(g—¢f1))
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Es decir que aunque en un determinado paso exista un potencial arménico centrado en un
determinado punto, la posicion real que el sistema adoptard estard regulada por el entorno del
sistema. Si el entorno no ejerce ningun efecto, la posicion real de la particula coincidird con el
centro del potencial (V,.) y la fuerza resultard cercana a cero. Si el entorno favorece el movimiento
a través de esa coordenada de reaccidn, ahora la fuerza serd negativa.

Utilizando esta metodologia, e integrando la fuerza que se realiza en cada paso, es posible
calcular el trabajo irreversible (W) externo necesario para guiar al sistema (fuera del equilibrio) a lo
largo de una determinada coordenada de reaccion. Partiendo de diferentes micro-configuraciones
iniciales, diferentes perfiles de W pueden obtenerse para la misma coordenada de reaccidn.
Utilizando la ecuacion de Jarzynski’, que relaciona los trabajos irreversibles con la energia libre del
proceso, es posible construir perfiles de energia libre para un determinado proceso que se desea

estudiar, de acuerdo a la siguiente ecuacion:

-AG/k T - - Witk T>

e <e
donde k es la constante de Boltzmann, 7 es la temperatura, y Wi es cada uno de los trabajos
calculados de forma independiente para cada uno de los procesos fuera del equilibrio.

La figura 2.2 muestra un ejemplo del uso de esta metodologia aplicada a la migracién de un
ligando hacia el interior de una hemoproteina. Puede observarse que existe una distribucion de
trabajos (W) tal que pocos de ellos poseen valores altos y bajos, mientras que la mayoria se
encuentra en valores intermedios. Obsérvese que la estimacion de la energia libre (AG) se encuentra
cercano a los trabajos de menor energia.

En algunos casos, los trabajos irreversibles (W) tiene menor energia que AG. Esto pareceria
violar la segunda ley de la termodindmica (AG<W). Sin embargo esta aparente violacién a la
segunda ley de la termodindmica no lo es, dado que en este caso estamos en presencia de fendmenos
microscOpicos, mientras que las leyes de la termodindmica se cumplen solamente a escala

macroscépica.
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Figura 2.2.- Simulaciones de dindmica molecular guiada (MSMD). Se grafican los diferentes
trabajos (W) independientes (gris), realizados para llevar la molécula de oxigeno desde el solvente

hasta las cercanias del hierro en el caso de la hemoglobina. También se muestra el promedio

obtenido a partir de la ecuacion de Jarzynski (negro).

Es importante aclarar que el error del método aumenta a medida que se recorre un camino
mads largo, a lo largo de la coordenada de reaccion escogida. En el caso de la migracion de un
ligando a través de la matriz proteica, donde se necesita recorrer 10-15 A, no serd posible
recorrerlos todos con un simple claé¢lulo de MSMD. En este caso, el perfil completo debera ser
dividido en partes de hasta 6-7 A como médximo, donde cada parte deberd calcularse por separado.
Dado que la ecuacién de jarzynski exige moverse desde un minimo de equilibrio hasta otro minimo
de equilibrio, cada porcion del perfil deberd comenzar y terminar en un minimo local. Finalmente

se hacen coincidir los minimos de cada porcion para obtener el perfil completo.

Obtencion de parametros para las simulaciones cldsicas

Como fue explicado en la seccion anterior, los esquemas basados en la mecdnica clésica
necesitan de una serie de pardmetros para poder calcular la energia potencial del sistema. Para el
caso de proteinas, 4dcidos nucleicos, asi como para una gran cantidad de azicares, estos pardmetros

se encuentran disponibles para el publico. Sin embargo, en casos donde las moléculas que se desean
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simular son diferentes a las convencionales, estos pardmetros deben ser calculados por el usuario.
Existen muchas formas de construir estos pardmetros, pero la utilizada en la presente tesis resulta
sencilla y adecuada para este tipo de sistemas.

Inicialmente se construye un sistema modelo de la molécula que se desea parametrizar. Es
decir que se realiza un modelo simplificado de la molécula a parametrizar, de forma de que no se
superen los 100-200 &4tomos. Por ejemplo, en caso de querer parametrizar una molécula de
sulthidrico coordinado al hemo, el sistema modelo serd la molécula de sulfhidrico la porfirina sin
las cadenas laterales, y el imidazol de la histidina proximal. Esto es necesario, debido al elevado
costo computacional que presenta este tipo de calculos cudnticos.

A partir de este sistema modelo, se realiza una optimizacién de geometrias realizando un
célculo de estructura electrénica. Tipicamente se utiliza el método de Hartree-Fock, o la Teoria del
Funcional de la Densidad (DFT) explicada en la primera parte.

Este célculo nos permitird obtener las distancias, dngulos y diedros de equilibrio que serdn
necesarias para el campo de fuerzas cldsico, ahora modificado por los nuevos pardmetros. Para
calcular las constantes de estas distancias y dngulos de equilibrio, se realizan diferentes calculos
single point, en los cuales se mueve al sistema en la direccion del modo que desea ser parametrizado
(distancia, angulo, diedros) y se realiza un célculo de energia a estructura fija. Se obtiene un perfil
de energia potencial para ese modo, que serd fiteado a un potencial arménico simple para obtener
asi la constante que utilizan los campos de fuerza.

Por otro lado, los parametros de carga de cada uno de los d&tomos se obtendra a partir de la
estructura optimizada, realizando célculos de cargas puntuales. En particular se utilizard el método
RESP® que consiste en ajustar las cargas atomicas de una molécula, de foma tal de reproducir el
potencial electrostético del sistema. Por lo tanto, inicialmente se calcula el potencial electrostatico
de la molécula de interés, y posteriormente se evalia el mismo en cada punto de una grilla cuyas
dimensiones dependen del sistema de estudio. Las cargas de cada 4&tomo deben reproducir de forma
Optima el potencial electrostatico calculado. La suma de todas las cargas atdmicas debera ser igual a
la carga total del sistema. En todos los casos se deberd prestar especial atencion a los diferentes
estados de spin que la molécula pueda presentar, de forma de intentar reproducir lo mejor posible la

funcién de energia potencial del sistema real de estudio.
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Proteinas mutantes in-silico:

En muchos casos se realizan mutaciones puntuales en ciertos residuos de interés, para poder
comprender mejor la relevancia de los mismos. Estas mutantes posteriormente (o previamente) son
testeadas por los grupos experimentales. Este ejercicio de contraste con los experimentos es una
herramienta muy ttil para validar las simulaciones y los pardmetros que se utilizan. Es decir, si un
ligando nuevo fue parametrizado correctamente, deberd al menos reproducir correctamente el
comportamiento de resultados experimentales, tanto para la proteina wild type, como para
diferentes proteinas mutantes. De esta forma, podemos validar la metodologia empleada, asi como
los parametros puntuales que utlizamos en ese caso.

Otra de las razones por las cuales se realizan proteinas mutantes, es para poder comprender
la familia de trHb completa. Los miembros de esta familia poseen diferencias puntuales en algunos
residuos criticos. Realizando modificaciones en esos residuos, e intercambidndolos por los que
poseen otras proteinas de esta familia, permite comprender los fendmenos de forma algo maés
global.

Las proteinas mutantes in-silico fueron construidas tomando en cuenta el entorno del residuo
que serd mutado, de forma de minimizar las interacciones de repulsién con su entorno. La misma
consideracién es vdlida para los ligandos coordinados al grupo hemo (CO, NO, F, SH,, etc). En
algunos casos las proteinas son cristalizadas con CN", u alguin otro ligando coordinado. Por lo tanto

resulta més sencillo introducir el ligando deseado.

Modelado de estructuras:

Alineamientos de secuencia: El objetivo de un alineamiento de secuencias de aminoacidos
es posicionar cada uno de los residuos de una determinada secuencia de aminoicidos en otra
similar. Si las secuencias son exactamente iguales el resultado es unico, pero si las secuencias
difieren, existiran muchas formas de realizar estos alineamientos. Para realizar estos alineamientos
los programas tipicamente utilizan funciones de puntuacién (scoring), que contemplan la similitud
de los aminoacidos de ambas secuencias, asi como las inserciones y las deleciones que ambas
pueden tener. Por ejemplo, si una secuencia posee un Asp (aminodcido dcido) donde otra posee un

Glu (aminoécido &cido), la funcién de scoring serd mayor que si el residuo fuera una Lys
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(aminodcido basico). El objetivo es por lo tanto, encontrar la mejor funcién de scoring para
alcanzar el mejor alineamiento posible.

Dado que existen diferentes funciones de scoring que asignan diferente peso a cada una de
las variables (diferencia entre aminodcidos, inserciones, deleciones..), existiran diferentes
alineamientos posibles segin el programa utilizado. Los diferentes programas tipicamente

presentan diferentes algoritmos de busqueda con diferentes funciones de scoring.

Modelado por homologia: En muchos casos la estructura tridimensional del sistema que se desea
estudiar no es conocida. Si alguien quisiera realizar simulaciones de este sistema con estructura
desconocida, deberd comenzar con una estructura tridimensional construida al azar, y realizar
simulaciones muy largas, esperando que la misma adopte la estructura tridimensional que posee el
sistema real. Es decir, que la misma se pliegue adoptando la estructura terciaria que tiene en
solucién. De todas formas, y aunque se ha dedicado mucho esfuerzo a resolver este problema
(plegamiento), el estado actual de las simulaciones computacionales hace que este tipo de estudios
sea muy costoso. Por esta razén, resulta conveniente que las estructura tridimensionales se
construyan por semejanza con otras conocidas. Esto se denomina cominmente modelado por
homologia y consiste en utilizar una estructura de una proteina conocida como ‘“molde* para
construir la estructura terciaria de la proteina de interés a partir de la primera. Resulta evidente que
las proteinas deben ser lo mas parecidas entre si, para que el modelo construido tenga alguna
relevancia. En casos donde las proteinas poseen suficiente similitud (como sucede con los
miembros de una misma familia de proteinas), resulta posible utilizar esta metodologia para

construir el modelo.

Especificaciones de las simulaciones realizadas en la presente Tesis:

Muchas de las simulaciones de la presente Tesis han sido relizadas bajo los mismos
procedimientos. Por esa razén, daremos a continuacién detalles técnicos referentes a estas
simulaciones.

Todas las simulaciones cldsicas fueron realizadas utilizando el campo de fuerzas de Amber

199, incluido en el paquete de programas de Amber9.0". Las proteinas fueron solvatadas con una
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caja de aguas explicitas descriptas con el potencial TIP3P?, de forma tal de que entre la superficies
de la proteina y los extremos de la caja existieran aproximadamente 10-12 A. Se utiliz6 el termostato
de Berendsen y condiciones periddicas de borde en todos los casos.

Los sistemas se inicializaron utilizando difentes pasos de termalizacién. Primero se fijaron
los atomos de la proteina durante 200ps, para estabilizar las aguas de la caja. Luego se fijaron
solamente los carbonos a (CA) de la proteina, para comenzar a estabilizar la proteina. Y se realizd
una rampa de temperatura de 0 a 300K durante 200ps. En estos primeros 3 pasos se utilizé un
tiempo de paso (dt) de 0.1ps. Finalmente se realizaron simulaciones a 300K, utilizando un dr=2ps.
Dependiendo del sistema y del tipo de estudio, se realizaron 10, 20 hasta 50ns de simulaciones
clasicas.

La protonacién de las histidinas se realizé de forma tal de respetar las interacciones que
presentaban estos residuos en la estructura cristalogréafica.

Los célculos de estructura electrénica (QM) necesarios para la construcciéon de los
pardmetros que requieren las simulaciones clasicas fueron realizados utlizando DFT con bases 6-
31G**, y con funcionales B3LyP 2 y PBE 3 . En particular, los pardmetros del grupo hemo, del
hemo-CO y del hemo-O, habian sido calculados previamente en nuestro grupo, y fueron utilizados
en numerosas oportunidades en diferentes sistemas '420-23,

Los cédlculos QM/MM fueron realizados con el programa Hybrid* desarrollado en el grupo
donde se realiz6 la presente tesis. El mismo utiliza DFT con el funcional PBE, con bases de calidad
doble zeta con polarizaciéon. La porcién del sistema tratada cudnticamente corresponde a la
porfirina sin cadenas laterales, el imidazol de la histidina proximal, y los ligandos involucrados. El
resto del sistema es tratado clasicamente. La unidén entre ambos sistemas (cuantico/clasico) es
tratada con el método del link 4tom?. Los dtomos localizados a mds de 10 A del hemo se
mantuvieron fijos con el objeto de acelerar tiempos de computo.

Para calcular la energia QM/MM a lo largo de una coordenada de reaccion, se utilizé el
método de biusqueda del camino de reaccidn, realizando en cada paso una optimizacién de
geometria QM/MM, que fue restringida a lo largo de la coordenada de reaccion. Se calculd la
energia en cada paso, y de esta forma se obtuvo el perfil de energia del proceso.

Las simulaciones de Dindmica Molecular Guiada (MSMD) se realizaron de la siguiente
manera. Todo comienza agregando una molécula de O, en diferentes sitios internos de docking, y
realizando diferentes simulaciones cldsicas (una para cada posicién donde se colocé el oxigeno). De

esta forma se puede observar los posibles canales y cavidades internas de la proteina, a través de los
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cuales va migrando la molécula afiadida. Posteriormente se realizan diferentes dindmicas
moleculares restringidas, con la molécula de oxigeno fija en los diferentes minimos que arrojé la
dindmica clasica. Se extrajeron fotos de estas simulaciones, que fueron utilizadas como punto de
partida para realizaron simulaciones de Dindmica Molecular Dirigida (MSMD), utilizando como
coordenada de reaccion la distancia Fe-O,, y con una velocidad de 0,0ZSA/ps. Posteriormente se
realizaron los promedios segtn la ecuacion de Jarzynski.

En todos los casos los perfiles se realizan hasta 4A del Fe, para evitar errores debido a
interacciones que no se estdn teniendo en cuentas por el modelo que se estd utilizando. Recordar que
en las simulaciones clésicas no se tienen en cuenta la formacién del enlace Fe-O,, que comienza a

ser importante a partir de los 4A aproximadamente.
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Capitulo 3. Migracion de ligandos en hemoglobinas truncadas.

Introduccién:

Como fue explicado en la Introduccién General, la migraciéon de los ligandos diatémicos
(CO, O,, NO) a través de canales internos para alcanzar el sitio activo, resulta crucial para regular
las funciones en estas globinas, como ocurre en la hemoglobina, en la mioglobina, en la
neuroglobina y en la hemoglobina truncada de M. tuberculosis (Mt-trHbN), entre otras.

Estudios realizados en los udltimos afios por diferentes grupos, entre los cuales se encuentra
el grupo donde fue realizada la presente tesis, muestran que la Mt-trHbN presenta dos canales a
través de los cuales pueden migrar los ligandos desde el solvente hasta el sitio activo (Fig. 3.1). Uno
de los dos canales es algo mds largo y presenta un residuo capaz de ocluirlo en posiciéon G8, razén

por la cual fueron denominados Canal Corto y Canal Largo G8.

E

Figura 3.1.- Representacion esquematica de la Mt-trHbN, donde pueden observarse la nomenclatura
de las hélices, el grupo hemo (en verde), y los dos canales que presenta esta proteina (azul). El

canal largo orientado de forma horizontal, y el canal corto de forma vertical a la pagina .

Se ha sugerido que en la reaccién de detoxificacién de NO, el primero de los ligandos migra
a través del Canal Corto, mientras que segundo ligando (NO) podria migrar por ambos canales. Esto
ultimo es consecuencia de cambios internos que se producen en la proteina por la presencia del
oxigeno coordinado al Fe '. Si bien esta proteina habia sido intensamente estudiada por diferentes

grupos experimentales y tedricos, muy poco se sabia acerca del resto de las proteinas de esta
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familia. Por lo tanto, decidimos estudiar dos proteinas pertenecientes al segundo grupo (O), que
despertaron nuestro interés, por razones diferentes en cada caso. En primer lugar nos resulté
interesante estudiar la otra trHb que presentaba M. tuberculosis (Mt-trHbO), dado que estudios in-
vivo mostraban que esta proteina era incapaz de detoxificar NO eficientemente. Preguntas sencillas
surgieron respecto de esta nueva proteina: ;Por qué esta proteina no puede detoxificar NO
eficientemente? ;Cudles son los residuos que le impiden a esta proteina funcionar como lo hace la
Mt-trHbN? ; Podemos realizar mutaciones de forma de que logre detoxificar eficientemente NO?

La segunda proteina que nos llam¢ la atencion fue la trHb de B. subtilis (Bs-trHbO), ya que
existia cierta controversia en los resultados experimentales sobre la migracion de ligandos, que atn
no habia sido posible de conciliar. Esto generaba una critica respecto de la ya establecida relacion
que existia entre un elevado valor de k,,0, y la necesidad de canales internos de migracién de
ligandos.

El objetivo fue realizar un estudio de los canales internos de migracion de ligandos en ambas

proteinas (Mt-trHbO y Bs-trHbO), para intentar responder a estos interrogantes.

Metodologia:

Simulaciones de Dinamica Molecular Clasica (MD):
Partiendo de la estructura cristalografica de ambas proteinas Mt-trHbO (pdbld: 1INGK) y
Bs-trHbO (pdbld: 1UXS8), se realizaron simulaciones de dindmica molecular (DM) clésica tal como

fueron explicadas en la Metodologia General.

Migracion del oxigeno (MSMD/Jarzynski):

Se realizaron simulaciones de dindmica molecular guiada para poder calcular los perfiles de
energia libre, tal como fue explicado en la Metodologia General. Para el Canal Largo los minimos
fueron encontrados aproximadamente a 8, 11 y 16 A del Fe, mientras que para el canal corto fueron

aproximadamente a 11 y 6 A del Fe.
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Resultados:

Hemoglobina truncada O de M. tuberculosis

Partiendo de la estructura cristalografica de la Mt-trHbO, y realizando simulaciones clésicas
logramos identificar dos posibles canales internos de migraciéon. El primero (Canal Largo) es
similar al encontrado en la Mt-trHbN, mientras que el segundo es similar a la tradicional via por la
cual ingresan los ligandos en la mioglobina (HisE7 gate o Canal Corto E7) (Fig. 3.2). Estos dos
canales posibles de migracion, coinciden estructuralmente con los reportados en la estructura
cristalogréfica (Fig. 3.3). En particular, se observa que el Canal Corto E7 conecta directamente el
sitio activo con el solvente, debido posiblemente a la presencia de un residuo pequefio como la
Alanina en posicion E7 (en lugar de la tipica histidina que poseen la hemoglobina, mioglobina, etc).
El Canal Largo, presenta a 11 A del Fe una zona donde el ligando posee gran libertad para moverse,
y se encuentra bloqueado en las cercanias del sitio activo por dos residuos: TrpG8 y LeuEl1l (Fig.
3.3). Cabe aclarar que estos residuos son diferentes en la Mt-trHbN, que posee en dichas posiciones

una valina (ValG8) y una glutamina (GInE11), respectivamente.
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Figura 3.2.- Arriba: representacion esquemdtica de la Mt-trHbO, con los dos canales. Abgjo:

detalle de los canales (en azul) y residuos (en amarillo) relevantes que bloquean el Canal Largo.

Figura 3.3.- Hemoglobina truncada O de M. tuberculosis (trHbO) reportada por Bolognesi et al 2
donde se visualiza la estructura de esta proteina (naranja) y el canal encontrado (rojo). Con el objeto
de realizar una comparacion estructural, se ha superpuesto la estructura de la proteina Mt-trHbN.

En verde y en azul respectivamente se ven las hélices y el canal de esta otra proteina.
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Posteriormente se calcularon los perfiles de energia libre corespondientes a la migracién de
los ligandos en ambos canales, en la proteina desoxigenada (Fig. 3.4). En el perfil correspondiente
al Canal Largo, pueden observarse un minimo de energia entre los 8 y los 13 A del Fe, que
corresponde al sitio de gran libertad al que nos referimos en la seccién anterior. Por tdltimo el
célculo de energia libre nos muestra la gran barrera que debe atravesar el ligando para acceder al
sitio activo de la proteina, (~12kcal/mol). Esta enorme barrera energética corresponde al sitio donde
el canal se encontraba interrumpido en el esquema reportado, debido probablemente a la presencia
de los dos aminoacidos que habiamos identificado previamente com TrpG8 y LeuE11.

Por otro lado, el perfil del Canal Corto E7 mostré6 una barrera de aproximadamente
4kcal/mol para el ingreso de los ligandos. Si bien existe una barrera considerable para el ingreso de
ligandos, esta es menor que la encontrada para el Canal Largo (Fig. 3.4). Por esta razén, podemos
concluir que los ligandos ingresan mayoritariamente por el Canal Corto E7 en la Mt-trHbO.

Si bien es dificil realizar comparaciones entre proteinas, el perfil de migracion de oxigeno en
la Mt-trHbN presenta barreras menores para la migracion del oxigeno hasta el sitio activo'. Esto es
consistente con la mayor k,,0, que presenta la Mt-trHbN respecto de la Mt-trHbO (véase mads
adelante la Tabla 3.1).

Cabe aclarar que los célculos de cada canal se realizaron hasta los 4 A de distancia del Fe,
dado que a menor distancia comienza a cumplir un rol importante la unién quimica entre el Fe y el
oxigeno, que no se tiene en cuenta en el modelo cldsico empleado.

El grupo de Victor Guallar, realiz6 los mismos cédlculos de migracion de ligandos relizado
por nosotros, pero utilizando un método computacional algo diferente® . Los autores encontraron
una barrera similar a la encontrada por nosotros para el Canal Largo (~13kcal/mol), pero
encontraron una barrera mayor que la encontrada por nosotros para el canal corto (~12kcal/mol). Si
bien hemos evaluado alternativas para explicar las diferencias en las barreras encontradas en ambos

grupos, no hemos logrado identificar a qué se debe esta diferencia.
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Figura 3.4.- Perfil de energia libre de la migracién de oxigeno a través de canales internos en la
Mt-trHbO. a) Canal Largo: proteina wt (linea negra llena), TrpG8->Phe (linea punteada), TrpGS8-
>Ala (linea llena gris). b) Canal Corto E7: proteina wt (linea llena negra), y AlaE7->Leu (linea
gris llena). En a) también puede observarse la migracidn del oxigeno en la mutante TrpG8->Ala, a
través del nuevo Canal CortoG8 (linea negra rayada). Todos los perfiles fueron realizados por

duplicado, para estimar su convergencia.

Proteinas mutantes del Canal Largo: Con el objeto de determinar fehacientemente la importancia
del triptofano G8 en el bloqueo del Canal Largo, se construyé in silico una proteina mutante en la
cual se reemplazé este aminodcido por Phe y luego por Ala. Si el TrpG8 juega el importante rol que
hemos postulado, la barrera energética correspondiente al ingreso de ligandos al sitio activo debera
disminuir cuando se lo sustituya por estos residuos. La figura 3a muestra el perfil de energia libre
correspondiente a la proteina mutante, junto con el perfil de la proteina salvaje. En el mismo puede

observarse que la barrera energética disminuye abruptamente desde ~12kcal/mol en la proteina wt, a
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~Skcal/mol en la mutante TrpG8->Phe, hasta j~2kcal/mol aprox! en el caso de la mutante TrpG8->
Ala (Fig. 3.4). Esta gran disminucion de la barrera energética evidencia la importancia de este
aminodcido en la pronunciada barrera que posee la proteina salvaje. Debido a la naturaleza quimica
de estos residuos, estos resultados muestran que la barrera se debe fundamentalmente a fenémenos
estéricos. Es importante subrayar en este momento que el TrpG8 se encuentra altamente conservado
en la familia de Hemoglobinas Truncadas, dado que se encuentra en todos los miembros del grupo
IT y ITI, y en ningtin miembro del grupo I (al cual pertenece la otra trHb que posee M. tuberculosis)

(véase Fig. 1.4 de la Introduccion General).

Dos grupos experimentales relizaron mediciones independientemente de una de estas
mutantes (TrpG8->Phe), encontrando un aumento en la k,,0,. Ademds de ayudar a comprender
microscépicamente los procesos que ocurren en estas proteinas, estos resultados permiten validar
los modelos empleados por nosotros para hacer las simulaciones 34, Aun no se han realizado

mediciones experimentales de la mutante TrpG8->Ala.

Tan critico es el TrpG8, que cuando el mismo se reemplaza por un residuo mas pequeflo
como la Ala, aparece un nuevo canal de migracion (Fig. 3.5), que es el estructuralmente similar al
Canal Corto G8 a través del cual migran los ligandos en la Mt-trHbN (véase la Fig. 3.1). El perfil de
migracion de ligandos a través de este nuevo canal, presenta la barrera mds baja encontrada hasta el
momento. Por esta razon, esta proteina mutante TrpG8->Ala deberia presentar valores de k,,

similares a los presentados por la Mt-trHbN.

Figura 3.5.- Representacion esquematica de la mutante Mt-trHbO TrpG8->Ala, donde se observa
el Canal Corto G8 que surge debido a esta mutacién, y que es estructuralmente similar al que

presenta la Mt-trHbN.
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Proteinas mutantes del Canal Corto E7: Con el objeto de analizar la relevancia de la AlaninaE7 en
la Mt-trHbO, construimos in-silico la mutante AlaE7-> Leu y construimos el correspondiente perfil
de energia libre (Fig. 3.3b). La barrera energética aumenta desde ~4kcal/mol, hasta ~10kcal/mol en
la proteina mutante. Esto muestra que es posible bloquear el acceso del ligando a través de este

canal, modificando las propiedades estéricas del residuo E7.

Migracion de un segundo ligando: Hasta ahora hemos realizado los cdlculos tnicamente con la
proteina y el oxigeno como el ligando diatdmico que migra a través de los canales. De esta forma se
estudio la entrada del primer ligando a la proteina desoxigenada. Pero es conocido el hecho de que
muchas globinas cambian su estructura luego de la coordinacién de un ligando como el oxigeno. En
estos casos, el cambio conformacional produce un cambio en la afinidad de la proteina por el
segundo ligando que ingresa! . Un ejemplo muy comin es el efecto alostérico que presenta la
hemoglobina cuando se une a moléculas de oxigeno. En este caso, se induce un cambio en la

siguiente subunidad, que ahora presenta una mayor afinidad por el oxigeno’.

Por lo tanto, el siguiente paso en nuestro trabajo consistird en estudiar la migracién de un
segundo ligando, en este caso el 6xido nitrico (NO), una vez que la proteina posee una molécula de
oxigeno coordinada al Fe del grupo hemo. De esta forma se podran evaluar los cambios en las

barreras energéticas, debido a la incorporacion de esta molécula al sitio activo de la proteina.

Cabe aclarar que la utilizacion de un NO como el ligando que transitard por los canales, en
lugar del O, utilizado hasta ahora, no representard diferencias significativas en los cdlculos de
energia libre, ya que los pardmetros del NO y del O, son casi idénticos (ambas son moléculas
gaseosas neutras y el NO posee un momento dipolar muy bajo). Por lo tanto, en caso de encontrar
diferencias en las barreras energéticas, estardn dadas exclusivamente por el cambio que sufrid la
proteina debido a la molécula de oxigeno que se encontraba coordinada al Fe, y no por realizar los

célculos con una molécula diferente como ligando.

En la figura 3.6 pueden observarse los perfiles de energia libre calculados para la migracién
de un ligando en la proteina oxigenada, tanto para el Canal Corto E7 como para el Canal Largo (Fig.
3.6). Con el objeto de realizar un mejor analisis comparativo se muestran ademds los perfiles

correspondientes a la proteina desoxigenada, los cuales ya han sido mostrados en la figura 3.4.
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Figura 3.6.- Perfiles de energia libre de la Mt-trHbO oxigenada a través del Canal Largo (negro) y
Canal Corto E7 (gris). Los perfiles de energia libre se realizaron por duplicado, como una forma de

mostrar la convergencia de los resultados.

Los resultados muestran que el perfil del Canal Corto E7 practicamente no se ha
modificado, mientras que el correspondiente al Canal Largo, ha sufrido una disminucién en la
barrera hasta ~4-5kcal/mol, lo que significa que el segundo ligando accede al sitio activo con mayor
facilidad que el primero. Obsérvese que si bien la barrera del Canal Largo disminuy6 a menos de la
mitad de su valor, ain contintia siendo mayor o igual que la que presenta el Canal Corto E7. Por lo
tanto este cambio en la barrera no generard un cambio notorio en la accesibilidad de los ligandos al
sitio activo de la proteina globalmente. La diferencia entre ambos ligandos, pareceria ser que para el

segundo ligando ambos canales se encuentran operativos.

Relacion entre barreras y constantes cinéticas: Cuando se miden experimentalmente las
constante de asociacién o de oxidacion entre un ligando y una proteina (k,,0, y k,NO), que
determinan las velocidades con las que ocurren dichas reaciones, no es posible discriminar entre los
canales a través de los cuales estdn migrando los ligandos. Por lo tanto no es posible
experimentalmente, realizar mediciones por separado para cada uno de los canales como lo hemos

estado haciendo nosotros a lo largo de este experimento de simulacion computacional.

En la figura 3.6 puede observarse que el Canal Largo muestra diferentes barreras energéticas

para la migracién del primer y segundo ligando, por el contrario el Canal Corto muestra barreras
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similares para la migracion del primer y segundo ligando. Por lo tanto, si la k,,0, (que hemos
asumido corresponde a la migracion del primer ligando) y la k,NO (que hemos asumido
corresponde a la migracion del segundo ligando) son similares (Tabla 3.1), podremos acercarnos a
la idea de que el Canal Corto es el canal principal por el cual migran los ligandos, ya que ambas
constantes cinéticas son similares, y consistentes con un canal que no modifica su barrera para la
entrada de los dos ligandos. Por otro lado, si la constante correspondiente a la entrada del primer
ligando fuera menor a la correspondiente a la entrada del segundo, el Canal Largo estaria jugando
un papel mucho mds importante en la migracién de los ligandos del que hemos postulado hasta
ahora (tal como se observa para el caso de la Mt-trHbN). Sin embargo, ciertas consideraciones

deben ser tenidas en cuenta para discutir correctamente el razonamiento de parrafo anterior:

Tal como fue explicado en Introduccién General, ambas constantes estdn reguladas por la
accesibilidad de ligandos al sitio activo, y por la reactividad de los mismos cuando se encuentran en
el mismo. El supuesto de que la k,, puede relacionarse directamente con la migracién de los
ligandos, vale cuando el ligando utilizado es el mismo (O,, CO, NO, etc). En este caso, es posible
comparar diferentes proteinas y relacionar la k,, con la accesibilidad. Pero cuando el ligando es
diferente, puede ocurrir que las diferencias encontradas en las k,, no estén relacionadas con la
migracion de ligandos, sino con la reactividad en el sitio activo. Por ejemplo, las constantes
cinéticas de asociaciéon de CO (k,,CO) poseen valores menores que las k,,0.. Esto no estd
relacionado con los canales de migracion (dado que estos son similares para CO y O,), sino que esta

regulado por la asociacion del ligando al Fell del hemo.

En nuestro caso, la k,,0, y la k,NO pueden tener diferencias en sus valores debidas a
diferencias en las reacciones propiamente dichas y no a la migracién de los ligandos a través de

canales internos.

Tabla 3.1.- Constantes cinéticas para la asociacion del O, y la oxidacion de NO, para la

Hemoglobina truncada O (Mt-trHbO) y para la Hemoglobina Truncada N (Mt-trHbN) °.

kanOZ (M_ls-l ) koxNO (M_ls-l)
Mt-trHbO 1,110°-8510° 610°
Mt-trHbN 25107 75108

Modificaciones estructurales en la proteina oxigenada: La observacion directa de las

simulaciones realizadas ofrecieron una elegante explicaciéon para la abrupta disminucién que
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presenta el perfil del Canal Largo cuando la proteina se oxigena.

Como se verd en el proximo capitulo, cuando el oxigeno se coordina al grupo hemo,
adquiere cierta densidad electronica que le permite ser aceptor de puente de hidrogeno. El TrpG8
que se encuentra cercano al oxigeno, se acomoda alejandose del hemo, para poder formar un puente
de hidrégeno el oxigeno que se encuentra coordinado. Habiamos mostrado que el TrpG8 era uno de
los responsables de la barrera energética que presentaba el perfil de migracion en el Canal Largo de
la Mt-trHbO. Por lo tanto, al modificarse la posicion del TrpG8, se modifica el acceso de los
ligandos a través del Canal Largo, y la barrera energética disminuye. En la figura 3.7 se
superpusieron dos estructuras representativas de la proteina cuando se encuentra en estado
desoxigenada y oxigenada. Puede verse claramente que el TrpG8 debe separarse del grupo hemo

para formar correctamente el enlace de hidrégeno con el oxigeno.

LeuE11

TyrCD1

Figura 3.7.- Superposicién del sitio activo de Mt-trHbO en los estados desoxigenada (transparente)

y oxigenada.

Este movimiento del TrpGS8 resulta critico, no solo para la apertura del Canal Largo, sino
también para estabilizar al O, cuando se encuentra coordinado al Fe. Fue una enorme satisfaccién
cuando varios meses luego de que este resultado, apareciera un articulo realizado por uno de los
investigadores més importantes en materia de Hemoglobinas Truncadas, demostrando que el TrpG8

era el responsable de la estabilizacion que poseia el oxigeno en esta proteina *.

Reaccion de detoxificacion de NO: Luego del estudio realizado con dindmica molecular cldsica,

decidimos abordar el problema desde un punto de vista mecédnico cudntico. Se realizaron perfiles a
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lo largo de la coordenada de reaccién, tal como fue explicado en la Metodologia General. Los
resultados de los estudios con el esquema hibrido QM/MM mostraron que la reaccion de
detoxificacion de NO, cuando la proteina se encuentra oxigenada, ocurre practicamente sin barrera.
Esto habia sido observado también en la trHbN, y demuestra que la diferencia entre las constantes
cinéticas k,,NO de ambas proteinas se debe a la migracion del segundo ligando y no a la reaccién en

Si misma.

Dado que existen dos canales de migracion (Canal Largo y Canal Corto E7), se realizaron
célculos de energia con los ligandos hacia ambos canales por separado. En ambos casos se observa

que la reaccién ocurre sin barrera, como sucede en el caso de la Mt-trHbN (Fig. 3.8).

Energy (kcal/mol)
>

)
|

A . 1 , | . . 1
1.6 1.8 2 22 24 16
9
Distance (A)

Felll [OONO] <«——— Fell-O, + NO

Energy (kcal/mol)
o0

L | L I | L | L |
14 1.6 1.8 2 22 24 26 28

Distance (ﬁ)

Felll [OONO] — » FelV=0 + NO,

56



Energy (kcal/mol)

1.8 2 22 2.4 2.6 28 3 32
Distance (A)

FellI [NOs] <«+«——— FelV=0 + NO,

Figura 3.8.- Perfiles de energia de los diferentes pasos en el mecanismo postulado de

detoxificacion de NO en la Mt-trHbO oxigenada.

Hemoglobina truncada O de B. subtilis

Como se dijo previamente, existia cierta controversia en los resultados experimentales que
presentaba Bs-trHbO. Por un lado el cristal de esta proteina no mostraba canales para la migracién
de ligandos 7, pero la cinética de asociacién de O, (k,,0-) presentaba un valor muy alto, similar al
de la Mt-trHbN, quien si presenta claros canales de migracion de ligandos 8. Esto generaba una
critica al paradigma que proponia que los elevados valores de k,,0-, estaban relacionados con

sistemas bien definidos de canales internos para la migracién de los ligandos.
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Tabla 3.2.- Datos cinéticos de tres hemoglobinas truncadas diferentes: B. subtilis-O (Bs-trHbO),
M. tuberculosis- O (Mt-trHbO), y M. tuberculosis N (Mt- trHbN) ¢

konO> (M s kO M s™)
Bs-trHbO 1,410 2,110°
Mt-trHbO 1,110°-8,510° 1,410°-5810"
Mt-trHbN 25107 2,010

Como primera medida realizamos un anélisis cualitativo de los posibles canales internos que
presentaba esta proteina, haciendo simulaciones de dindmica molecular cldsica con una molécula de
oxigeno libre. Observando la posicién que va tomando el O, durante la dindmica, es posible inferir
los potenciales canales que la proteina presenta. También es posible, a partir de simulaciones sin
ligandos, obtener estructuras promedios y realizar célculos sencillos sobre cavidades internas.

Ambos estudios nos permitieron encontrar dos potenciales canales de migracién, que
estructuralmente eran similares a los encontrados en el caso de la Mt-trHbO: Canal Largo y Canal

CortoE7 (Fig. 3.9).
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Figura 3.9.- Representaciéon esquemadtica de la Bs-trHbO, donde pueden observarse los dos
potenciales canales (gris) que podria presentar esta proteina. Se muestra el grupo hemo (amarillo),

las hélices (verde), y los residuos relevantes: TrpG8, TyrB10, LeuH5, LeuB2, GInE11, ThrE7.

Perfiles de energia libre: Se calcularon los perfiles de energia libre correspondientes los dos canales
(Fig. 3.10). Sorpresivamente el perfil del Canal Largo resulté ser muy diferente al presentado por la
Mt-trHbO, ya que no presenta grandes barreras para el ingreso de los ligandos. Por su parte el Canal
Corto E7 (que posee ThrE7) mostré una barrera similar a la encontrada en Mt-trHbO para ese canal
(alrededor de 4 kcal/mol). Podemos concluir que en Bs-trHbO los ligandos ingresan
mayoritariamente por el Canal Largo, practicamente sin barreras energéticas. Es sencillo imaginar
por lo tanto, que la Bs-trHbO presente una k,, elevada, similar a la que presenta la Mt-trHbN.

En este caso se utilizé un criterio de convergencia para los perfiles, que consiste en realizar
promedios seriados utilizando 5, 10, 15, 20, 15, 30, o 35 trabajos (W) de forma de evaluar la
cantidad de trabajos minimos necesarios hasta alcanzar la convergencia (Fig. 8.5 y 8.6 del

Apéndice).
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Figura 3.10.- Perfiles de energia libre de la Bs-trHbO wt (linea negra) y de Bs-trHbO mutante
GInEll-LeuEll, a través del Canal Largo (arriba) y del Canal Corto E7 (abajo). Se muestran

residuos importantes y su localizacién aproximada en referencia al perfil.

Explicacion microscopica de las diferencias encontradas: Una inspeccién microscopica de las
simulaciones muestra que existe un residuo (la GInE11) responsable de moverse y abrir el Canal
Largo. En la estructura cristalogréfica este residuo se encuentra bloqueando el canal, pero en las
simulaciones se observa que se coordina a la TyrB10, permitiendo ahora que los ligandos ingresen
facilmente al sitio activo (Fig. 3.9 y 3.11).

Por lo tanto esta nueva conformacion que adopté la GInE11, que no habia sido observada en
la estructura cristalografica de la Bs-trHbO, explica la aparente controversia entre la elevada

constante cinética k,, y la estructura cristalogréafica.
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GInE1ll

TyrB10O

Figura 3.11.- Detalle del sitio activo de la Bs-trHbO, donde pueden observarse el movimiento de la

GInEI11 que permite la apertura del canal (negro).

Al estudiar la Mt-trHbO mencionamos que el TrpG8 y la LeuEll eran responsables de la
barrera que presentaba al migracién de ligandos a través del Canal Largo. En aquel caso realizamos
mutaciones del TrpG8 y probamos que la barrera disminuia al disminuir el tamafio del residuo. Sin
embargo en aquel momento no realizamos mutaciones del residuo LeuE11. Los resultados obtenidos
con Bs-trHbO muestran que aun conservando el TrpG8, pero teniendo en E11 un residuo capaz de
rotar para unirse a la TyrB10 (como el caso de la Gln) es posible encontrar barreras pequefias para la
migracion de ligandos.

Cabe aclarar que la otra proteina de M. tuberculosis (Mt-trHbN) posee Gln en posicion El1,
que permite el ingreso de ligandos a través del Canal Largo. La diferencia fundamental entre estas
dos proteinas, es que en la Mt-trHbN los ligandos ingresan mayoritariamente por el Canal Corto E7,

que se encuentra ausente en la Bs-trHbO debido a la presencia del TrpGS.

Mutante GInE1l->Leu: Para confirmar fehacientemente nuestras hipétesis acerca del residuo E11 y
su importancia en la migracion de ligandos a través del Canal Largo, realizamos in-silico una
proteina mutante de la Bs-trHbO, donde reemplazamos la GInE11 por Leu. El residuo de leucina es
algo més pequefio que la glutamina, pero no podrd moverse para formar un enlace de hidrégeno con

la TyrB10:
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El perfil de migraciéon de ligandos para esta proteina mutante posee una gran barrera
energética (Fig. 3.10a), similar a la encontrada en la proteina Mt-trHbO (Fig. 3.3). Por lo tanto, se
logré bloquear el canal con un residuo més pequefio (Leu), demostrando que la capacidad que posee
la GInE11 de rotar y coordinarse a la TyrB10 es la responsable de la apertura del canal.

Estos resultados muestran la importancia de la posicién E11 en la regulacion de la migracion

de los ligandos en esta subfamilia de proteinas.

Conclusion:

Los resultados de las simulaciones muestran que las Hemoglobinas Truncadas presentan una
serie de canales bien definidos a través de los cuales migran los ligandos desde el solvente hasta el
sitio activo (Fig. 3.12). La funcionalidad de dos de estos canales (Canal Largo y Canal Corto G8)
dependen en gran medida de dos residuos fundamentales: TrpG8 y GInEl11 (Fig. 3.13). La ausencia
o presencia de alguno de estos, modifica la accesibilidad al sitio activo.

En particular, la simple mutacién del TrpG8 por Ala fue suficiente para “fabricar” el canal
de migracién que presentaba la Mt-trHbN, evidenciando que existen ciertos sitios estructurales que
regulan la apertura y cierre de dichos canales.

Si bien las estructuras cristalograficas son fundamentales para las simulaciones
computacionales, la informacién que ofrecen respecto de la dindmica de los sistemas, puede ser
limitada en algunos casos. La combinaciéon de técnicas de cristalografia y simulaciones

computacionales es una combinacién muy poderosa para el estudio estructural de proteinas.
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Canal Corto E7

Canal Corto G8

Figura 3.12.- Representacion esquemadtica de una trHb genérica, donde se sefialan los tres canales
que pueden presentar estas proteinas. En el centro se muestra el grupo hemo con el dtomo de Fe en

su centro.

LeuElS LeuELS

Canal Largo o . e

Thre?

_ PheCD1
TrpGB

Bs-trHbO Met-trtHbO

PheEls

GInE1l

Canal
Corto G8

valga \’% PheCD1

Mi-trHbN

Figura 3.13.- Sitio activo de diferentes trHb (Bs-trHbO, Mt-trHbO, Mt-trHbN), donde se muestra

el grupo hemo y algunos residuos relevantes para la migracién de ligandos.
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Los resultados presentados en este capitulo dieron origen a dos publicaciones. En la primera

se encuentran los resultados de Mt-trHbO, y en la segunda los resultados de Bs-trHbO:

- Boechi L, Marti MA, Milani M, Bolognesi M, Luque FJ, Estrin DA. Structural determinants of ligand

migration in Mycobacterium tuberculosis truncated hemoglobin O. Proteins 2008;73(2):372-9.

- Boechi L, Mariez PA, Luque FJ, Marti MA, Estrin DA Unraveling the molecular basis for ligand binding

in truncated hemoglobins: the trHbO Bacillus subtilis case. Proteins. 2010,78(4):962-70.

Discusion:

Existe ain una gran controversia respecto de la funcién de estas proteinas, que considero
importante discutir en este apartado. La evolucién ejerce su accion sobre los genomas, y no sobre
cada una de las proteinas. No es la proteina la que sobrevive y deja descendencia fértil, sino el
organismo completo. Por ejemplo, si varias proteinas realizan conjuntamente una determinada
funcién de forma eficiente, donde cada una contribuye en la medida que puede, entonces el genoma
completo es el que pasard a futuras generaciones. En este caso no importard que una de estas
proteinas realice su funcién de forma ineficiente. Porque en su conjunto, el organismo logra
sobrevivir.

Por lo tanto, si bien puede parecer descabellado buscar la funcién de la Mt-trHbO como
detoxificadora de NO, teniendo en cuenta que M. tuberculosis ya posee una proteina capaz de
detoxificar eficientemente NO, que ademads se expresa en condiciones de estrés de NO, creemos que
aun hay un interesante debate que dar. Observando la potencialidad fisicoquimica de la Mt-trHbO
de detoxificar NO, vemos que esta proteina presenta canales de migracion de ligandos (aunque
menos definidos que en la Mt-trHbN), que la reaccion de detoxificacion ocurre sin barrera, y que
posee una gran estabilizacion del oxigeno coordinado. Suponiendo que ambas proteinas (Mt-trHbN
y Mt-trHbO) tienen igual capacidad de reducirse (Felll — Felll), entonces podemos concluir que
esta proteina también es capaz de detoxificar NO, pero probablemente lo realiza de forma menos
eficiente.

Investigadores de la Universidad de Roma Tré, probaron un tiempo después de nuestras

simulaciones, que la hemoglobina truncada de M. leprae (practicamente idéntica a la Mt-trHbO) es

64



capaz de aliviar los efectos de NO en el microorganismo’. O sea que esta proteina es capaz de
reaccionar contra NO y disminuir los efectos negativos en el organismo, pero no alcanza el grado de
eficiencia que posee la Mt-trHbN.

Un tiempo después, el mismo grupo italiano mostré que la Mt-trHbO es capaz de participar
en reacciones de peroxidacion contra especies reactivas de oxigeno!®. Hacia unos afios ya que otro
grupo habia demostrado que la Mt-trHbO se localizaba en la membrana del organismo, asociada a
los citocromos de la cadena respiratoria, participando como reservorio de oxigeno''.

Por lo tanto la pregunta entonces ahora es algo mds profunda: ;Estas proteinas realizan
muchas funciones en el organismo? ;Es correcto trazar un paralelo entre las reacciones que estas
proteinas realizan in-vitro, y la funcién que finalmente cumplen en el organismo al cual pertenecen?
(Cudl es el limite de la informacién que se obtiene estudiando la potencialidad de una hemoproteina
frente a un determinado reactivo?

Desde las simulaciones computacionales, interesantes explicaciones atomisticas y
predicciones sobre factibilidad pueden hacerse sobre estas proteinas, pero experimentos in-vivo

deben ser realizados para ayudar en la direccién que toman este tipo de investigaciones.
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Capitulo 4. Estabilizacion de ligandos en Hemoglobinas Truncadas

Introduccién:

Este capitulo presenta resultados de la estabilidad de diferentes ligandos (O,, CO, SH, F),
en Hemoglobinas Truncadas. En cada caso las motivaciones y las preguntas planteadas son
diferentes. Por esta razén, los resultados estan subdivididos en cuatro secciones diferentes, donde
cada uno posee una pequeia introduccidn, resultados, metodologia y discusion.

En primer lugar estudiamos el comportamiento dindmico del sitio activo de la trHb de B.
subtilis (Bs-trHbO) frente a ligandos como CO y O,. En segundo lugar, estudiamos una proteina del
tercer grupo de las Hemoglobinas Truncadas (grupo I1I), que ademds de ser la primera proteina de
ese grupo cristalizada, posee un particular sitio activo, con tres residuos que pueden estabilizar a los
ligandos coordinados. En este caso, realizamos cdlculos cldasicos y cudnticos, que pudieron
relacionarse con las cinéticas de disociaciéon de O, llevadas a cabo por grupos colaboradores.
Finalmente se estudiaron especies de sulthidrico y el anién fluoruro coordinados a la trHb de T

fusca (Tf-trHbO), que pertenece a un organismo termdofilo.

Resultados:

Estabilizacion de CO y O, en proteinas del grupo II

Introduccion: El microorganismo B. subtilis posee una trHb que pertenece al segundo grupo de esta
subfamilia (Bs-trHbO). Esta proteina posee varios residuos que pueden estabilizar o desestabilizar
al ligando coordinado. Estudios preliminares de Raman Resonante (RR), donde se utilizé6 CO como
sonda coordinada al Fell mostraron dos conformaciones del sitio activo: en la primera existirian
probablemente dos donores de puente de hidrégeno con el CO, y en la segunda solamente uno
(Tabla 4.2). Basados en el conocimiento general que se tenia hasta ese momento del sitio activo de
las Hemoglobinas Truncadas, los autores postularon que en una de las conformaciones tanto la
TyrB10 como el TrpG8 serfan los ligandos que interactuaban con el CO, mientras que en la segunda,
seria solamente la TyrB10 quien interactuaba con el ligando!. Los autores hipotetizaban que la
TyrB10 se mantenia todo el tiempo unida al CO, mientras que el TrpG8 se acercaba y se alejaba del

CO, dando lugar a las dos conformaciones observadas en el Raman Resonante.
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Tabla 4.2.- Frecuencias de Raman Resonante (cm™) para la proteina Bs-trHbO wt y Bs-

trHbO mutante (TrpG8->Leu), usando CO como sonda coordinada al Fell L

Proteina Vv (FeC) O (FeCO) v (FeC) Residuo involucrado
Bs-trHbO CO 545 589 1888 TrpG8 - TyrB10
520 1924 TyrB10
Bs-trHbO CO
TrpG8->Leu 524 576 1920 TyrB10
489 1958 e

Por otro lado, si bien era interesante determinar los residuos responsables de las dos
conformaciones que predecia el RR, para nosotros resultaba atin mds interesante conocer el
comportamiento del sitio activo cuando una molécula de oxigeno era la que se encontraba
coordinada al Fell, dado que el oxigeno es el ligando natural de estas proteinas. En este caso, la
simulacion resulta una herramienta fundamental, para poder realizar este tipo de estudios, ya que
desde un punto de vista experimental resulta muy complicado realizar la asignacion de picos en los
espectros de Raman Resonante de O..

Por tltimo, estudiar ambos ligandos (CO, O,) con la misma proteina, permitiria comprender
la diferencia entre ambos, y asi aportar evidencia respecto de la efectividad que posee el CO en los

estudios de Raman Resonante para emular el ligando natural que es el oxigeno.

Naturaleza quimica de la coordinacion: Cuando el oxigeno se une al Fell del hemo en una
hemoproteina, el mismo adquiere densidad de carga negativa. El hemo cede carga negativa al O,
que ahora puede funcionar como aceptor de puntes de hidrégeno (pte de H). Por lo tanto, un entorno
neutro o negativo desestabiliza la coordinacion del oxigeno al Fe, mientras que un entorno positivo
la estabiliza. El 4tomo de oxigeno del CO, por su parte, también recibe carga negativa, pero su carga
es menor a la que recibe el O,.

Otra de las diferencias entre ambos ligandos es el dngulo formdo entre el Fe y los dos
atomos. El oxigeno forma un dngulo de aproximadamente 120°, mientras que el CO forma un
angulo de aproximadamente 180° (Fig. 4.3). Estas diferencias entre ambos ligandos cuando se

coordinan al Fell, hacen que su entorno se comporte generalmente de manera diferente.
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Figura 4.3.- Esquema de la coordinacion tipica entre los ligandos CO (izquierda) y el O, (derecha)

en una hemoproteina, donde puede observarse el dngulo que forma el oxigeno al coordinarse.

Partiendo de la estructura cristalogrifica de Bs-trHbO (PDB entry: 1ux8.pdb) 2 se realizaron
20ns de simulaciones de Dindmica Molecular (DM) cldsica con ambos ligandos (CO y O,)
alternativamente coordinados al Fe, tal como fue explicado en la Metodologia General. Los sistemas
mostraron ser estables durante toda la simulacion (Fig. 8.1 del Apéndice).

Si bien se encontraron las mismas dos conformaciones que mostraba el Raman Resonante,
los residuos involucrados en las conformaciones son diferentes de los postulados por los autores
que caracterizaron la proteina. La TyrB10, que habia sido postulada como el residuo mds importante
en la estabilizacion del CO, no mostré ser relevante en nuestras simulaciones. El TrpG8, result6 ser
el critico en esta proteina, dado que se mantiene ligado al CO durante toda la simulacién. El residuo
que se acerca y se aleja del CO constantemente es la GInE11, quien tiene la capacidad de moverse
para unirse a la TyrB10 generando las dos conformaciones observadas experimentalmente (Fig. 4.4
y 4.5).

Por lo tanto, la GInEll tiene la capacidad de permanecer unida a la TyrB10 en las dos
conformaciones que presenta la proteina: cuando la TyrB10 tiene su hidrégeno del hidroxilo libre, la
GInEI11 se une a ella a través de su grupo carbonilo (Fig. 4.7a), mientras que cuando la TyrB10 tiene
su grupo hidroxilo comprometido con el CO, la GInE11 se une a través del grupo amino (Fig 4.7 a).
Por esta razon, la GInE11 permanece constantemente unida al oxigeno sin importar la conformacion
que tome la TyrB10. Nuevamente, tal como fue observado en el Capitulo 1, la GInE1l cumple un

papel fundamental en la relacién de esta proteina con los ligandos.
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Figura 4.4 .- Distancias en funcién del tiempo a lo largo de la simulacién de Bs-trHbO. Las
distancias fueron seleccionadas entre el 4tomo de oxigeno del CO coordinado al Fell y los residuos

del sitio distal: TyrB10 (negro), TrpG8 (rojo), GInE11 (verde).

a) GInE1l

b)
GInE1l

Figura 4.5 .- Estructura del sitio activo de la Bs-trHbO con CO coordinado. Se observan las dos
conformaciones que adquirié el sistema a lo largo de las simulaciones. a) El TrpG8 y la GInEl1l

estabilizan al CO, mientras la GInE11 y la TyrB10 forman un enlace entre ellas. b) El TrpGS8 solo
establiza el CO.

Para completar el estudio de la red de puentes de hidrégeno que estabilizan a los ligandos
coordinados, realizamos simulaciones con O, coordinado al Fe. La figura 4.6 y 4.7 muestran que el
oxigeno se encuentra muy estabilizado por los residuos distales, tal como sucedia con la Mt-trHbO.

Este resultado es consistente con la pequefia k,; que presentan estas proteinas (véase la Tabla 2 del

Capitulo 1).
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También se observa que los residuos que estabilizan al O, son diferentes de los que
estabilizaban al CO (Fig. 4.7). Este resultado es importante ya que aporta evidencia respecto del
error que puede cometerse extrapolando resultados de un ligando al otro. Evidentemente las
diferencias que poseen ambos ligandos coordinados al Fe son suficientes en este caso para que se

forme una red de puentes de hidrégeno diferente en cada caso.

o
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Figura 4.6 .- Distancias en funcién del tiempo a lo largo de la simulacién de Bs-trHbO. Las

distancias fueron seleccionadas entre el d4tomo de oxigeno externo del O, coordinado al Fell y los

residuos del sitio distal: TyrB10 (negro), TrpG8 (rojo), GInE11 (verde).

a)

b)

GInE11l GInE1ll

TyrB10O

Figura 4.7 .- Estructura del sitio activo de la Bs-trHbO con oxigeno coordinado. Se observan las
dos conformaciones que adquiri6 el sistema. a) El TrpGS8 y la GInE11 estabilizan al oxigeno. b) El

TrpG8 y la TyrB10 se coordinan al oxigeno.
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Proteina mutante TrpG8->Leu: Como ha sido mostrado en las simulaciones anteriores, el TrpG8
resulta critico en la estabilizacién del O, coordindado al hemo. Para continuar estudiando dicho
residuo, y su importancia en la red de puentes e hidrégeno que estabilizan al oxigeno en la Bs-
TrHbO, construimos in-silico la proteina mutante TrpG8-Leu. Los resultados muestran que la
TyrB10 establece un fuerte puente de hidrégeno con el O,, mientras que la GInEll se une a la
TyrB10 (Fig. 4.8). Dado que este residuo contribuye fuertemente a la pequena k,; que posee esta
proteina, es esperable que la mutante TrpG8-Leu posea una k,; mayor a la wild type, por poseer

menos puentes de hidrégeno estabilizando al O, (Fig. 4.8).
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Figura 4.8 .- Arriba: Estructura del sitio activo de la Bs-trHbO mutante TrpG8-Leu, con oxigeno
coordinado. Se observan la estabilizacion del oxigeno por parte de la tyrB10. Asimismo se observa
que la GInE11 permanece coordinada a la TyrB10 a través del grupo amino. Abajo: Distancias en
funcién del tiempo entre el 4tomo de oxigeno externo del O, y los residuos del sitio distal: TyrB10
(negro), GInEl1 (rojo). En azul se grafica la distancia de puente de hidrégeno entre la GInE1l y la

TyrB10 mostradas en el esquema de la parte superior.
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Discusion: Las simulaciones computacionales con CO como ligando encontraron las dos
conformaciones detectadas con las medidas de Raman Resonante, y permitieron determinar con
mayor exactitud los detalles moleculares del proceso. El TrpG8 y la GInEll resultaron ser los
residuos implicados en las conformaciones, mostrando una vez mds la importancia de ciertas
posiciones criticas en esta familia de proteinas.

Por otra parte, las diferencias observadas entre ambos ligandos (O, y CO) alertan sobre la
extrapolacion que se realiza normalmente cuando se usa CO como sonda para simular O,.

Estos resultados tienen gran relevancia en la posible funcidén de esta proteina, dado que si la
GInEll es capaz de mantenerse unida a la TyrB10, posiblemente el Canal Largo se encuentre
accesible también para un segundo ligando como el NO. Tomando en cuenta que el oxigeno se
encuentra muy bien estabilizado por los ligandos del sitio activo (TrpGS8, TyrB10, GInEll), es
posible que esta proteina tenga la potencialidad fisicoquimica de detoxificar NO tal como lo hace la
Mt-trHbN.

Los resultados mostrados en este capitulo han sido publicados conjuntamente con el estudio
de los canales del Capitulo 3.

Por otro lado, quisiera mencionar que se realizaron cdlculos de CO y O, como ligandos
coordinados al hemo en trHbO en una proteina perteneciente a un organismo termofilo llamado T
fusca. Si bien estos resultados no fueron presentados aqui, puede consultarse el articulo donde se
encuentran los resultados de las simulaciones, junto con los experimentos de nuestros

colaboradores:

- Droghetti E, Nicoletti FP, Bonamore A, Boechi L, Arroyo Maiiez P, Estrin DA, Boffi A, Smulevich G, and

Feis A. Heme pocket structural properties of a bacterial truncated hemoglobin from Thermobifida

Jusca. Biochemistry. 2010. 14;49(49):10394-402

Dinamica del sitio activo en una trHb del grupo I1I

Introduccion: Hace algunos afnos se logré cristalizar una hemoglobina truncada que pertenece al
organismo C. jejuni (Cj-trHbP) el que produce enfermedades intestinales muy importantes para el
hombre? . Esta proteina es la primera proteina cristalizada del grupo III, por tal razén, el estudio de

la misma podia ofrecer un panorama completo de esta sub-familia de proteinas. Sumado a esto, el
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sitio activo de la Cj-trHbP presenta caracteristicas muy interesantes, al poseer tres residuos capaces
de formar puentes de hidrégeno con el ligando coordinado: el primero de ellos (TyrB10) tipicamente
estabiliza el oxigeno en hemoglobinas truncadas del grupo I, como la Mt-trHbN*; el segundo
(TrpG8) estabiliza al oxigeno en proteinas del grupo II como Mt-trHbO y Bs-trHbO; y el tercero
(HisE7) es el responsable de la estabilizaciéon del oxigeno en la hemoglobina, citoglobina,
neuroglobina y mioglobina>®. Por esta razén, resultaba interesante estudiar la dindmica del sitio
activo de Cj-trHbP y el rol de cada residuo en la estabilizacion del oxigeno coordinado al Fell.

Partiendo de la estructura cristalografica (PDB: 21G3), se realizaron simulaciones de
dindmica molecular cldsica de la proteina wilde type, asi como de diferentes proteinas mutantes,
donde los tres residuos claves fueron sustituidos por residuos incapaces de formar enlaces de
hidrégeno con el oxigeno. En todos los casos los sistemas fueron simulados con una molécula de
oxigeno coordinada al Fell. Posteriormente se realizo un enfriamiento de las estructuras deseadas, y
se realizaron calculos QM/MM para calcular la energia de enlace Fe-O,.

Estos resultados fueron contrastados con los obtenidos por el grupo experimental de Syun-
Ru Yeh del Albert Einstein College of Medicine de Nueva York, quien realizé las mediciones
cinéticas de la proteina wt y de las diferentes mutantes, con el objeto de encontrar una explicacion

mas certera de los fendmenos microscopicos que ocurren en esta proteina.

Comportamiento de la proteina wild type: Durante los 50 ns de simulacion de DM la proteina
permanece estable, es decir que el RMSD se mantiene sin demasiadas oscilaciones alrededor de 1-
1,5A. El andlisis de las distancias entre los residuos potenciales de formar enlace de hidrégeno con
el ligando y el oxigeno coordinado al Fe revela que la TyrB10 permanece durante todo el tiempo de
simulacién estabilizando al ligando, mientras que los otros dos residuos se alternan para coordinar
al oxigeno uno a la vez. Llamaremos Conf. 1 a la estructura donde la TyrB10 y el TrpGS8 se
coordinan al O,, y Conf. 2 cuando la TyrB10 y la HisE7 se coordinan al O, (Fig. 4.9).

Es importante aclarar que en el tiempo de simulacion realizado de 50ns, donde estas
configuraciones se interconvierten 2 o 3 veces como maximo, no es posible obtener informacion
acerca de la probabilidad de cada una de las conformaciones. Es decir, que no podemos decir nada

acerca de cudl de las dos conformaciones encontradas es mds probable.
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Figura 4.9 .- Estructura del sitio activo de la Cj-trHbP con oxigeno coordinado. Se observan las dos

conformaciones que adquiri6 el sistema a lo largo de las simulaciones. Izquierda: el TrpGS8 y la
TyrB10 estabilizan al oxigeno (Conf. 1). Derecha: la HisE7 y la TyrB10 estabilizan al oxigneo
(Conf. 2).

Proteinas mutantes:

Mutante HisE7->Leu: En esta proteina mutante se observa que los residuos TyrB10 y TrpG8
estabilizan al ligando coordinado. Esta estructura es igual a la Conf. 1 que presentaba la proteina wt,
mientras que la Conf. 2 no se encuentra en esta proteina mutante por razones obvias (véase Fig.
4.7). Este resultado que parece trivial, deja entrever la estabilidad que poseen estas proteinas a

mutuaciones puntuales del sitio activo, durante el tiempo en que se desarrollaron las simulaciones

(Fig. 4.10).

Figura 4.10.- Estructura del sitio activo de la Cj-trHbP HisE7->Phe con oxigeno coordinado. El

TrpG8 y la TyrB10 estabilizan al oxigeno.
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Mutante TyrBI10->Phe: Los resultados muestran que el TrpG8 permanece estabilizando al ligando,

y en menor medida la HisE7 (Fig. 4.11). Por lo tanto, aun realizando mutaciones sobre un residuo
importante como parecia ser la TyrB10, el ligando contintia siendo estabilizado por residuos del

sitio activo. Se observa, por lo tanto, cierta redundancia entre los residuos que esabilizan al ligando

coordinado.

Figura 4.11 .- Estructura del sitio activo de la Cj-trHbP TyrB10->Phe con oxigeno coordinado. Se
observa el TrpG8 y la HisE7 estabilizando al O,.

Mutante TrpG8->Phe: Aqui se observan dos conformaciones muy interesantes. En la primera (Fig.

4.12 izquierda) la TyrB10 y la HisE7 se encuentran interaccionando con el oxigeno coordinado. En
la segunda conformacion (Fig. 4.12 derecha) el hidrogeno hidroxilico de la TyrB10 forma un enlace
de hidrégeno con el NO del imidazol de la HisE7, y liberan al oxigeno. Dependiendo de la
proporcion de esta ultima conformacion, esta proteina mutante podrd tener un incremento en su K,

debido a la contribucion de esta conformacién donde el oxigeno no esta siendo estabilizado.

f

Figura 4.12.- Sitio activo de la Cj-trHbP TrpG8->Phe oxigenada. Se observan las dos
conformaciones que adquiri6 el sistema a lo largo de las simulaciones, donde la TyrB10 y la HisE7

estabilizan al oxigeno (izquierda) o interaccionan entre ellos liberandose del oxigeno (derecha).
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De todas formas, durante el tiempo de simulacién empleado, la proteina visité ambas
conformaciones solamente una sola vez. Si bien esto es un indicio de que ambas conformaciones
podrian existir, no es suficiente para aseverar que ambas conformaciones son un minimo de energia
de la proteina. Por otro lado, conocer la diferencia de energia (AG) entre las dos conformaciones
resulta crucial para poder interpretar los resultados experimentales que presenta esta proteina
mutante (véase discusion)

Realizamos un perfil de energia libre de esta transicion utilizando el método de Umbrella
Sampling. En este caso, se utiliz6 como coordenada de reaccion la distancia entre el hidrogeno
fendlico de la TyrB10 y el No de la HisE7 (véase la formacién y ruptura de este enlace en las dos
conformaciones de la Fig. 4.12). Se realizaron ventanas cada 0,1 A y se utilizé una constante de 40
kcal/molA2.

Los resultados muestran claramente que las dos conformaciones postuladas corresponden a
minimos de energia para la proteina (Fig. 4.13), y que los mismos se encuentran separados por una
barrera de ~4 kcal/mol. Cabe aclarar que dicha barrera podria estar sobreestimada por la dificultad
de realizar este tipo de cdlculos, en un sistema que necesita un gran reordenamiento para pasar de

una conformacion a la otra.

Free Energy (keal/mol)

| | |
3 4
Distance TyrB10-HisE7

Figura 4.13.- Perfil de energfa libre de la interconversion entre las dos conformaciones que presenta

la proteina mutante Cj-trHbP TrpGS8->Phe. La coordenada de reaccion corresponde a la distancia

entre el hidrégeno fendlico de la TyrB10 y el N de la HisE7.
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Cdlculos cudnticos de la interaccion proteina-oxigeno: Se realizaron calculos QM/MM tal como fue
explicado en la Metodologia General. En la tabla 4.3 se muestran los resultados para la proteina
wild type y para diferentes proteinas mutantes. Se denominé Conf. 1 y Conf. 2 a conformaciones

que fueron encontradas durante la dindmica clésica.

Tabla 4.3.- Energias de enlace obtenidas a partir de simulaciones QM/MM para la Cj-trHbP wild type y para
diferentes mutantes simples (TrpG8-Phe, TyrB10-Phe, HisE7-Leu), y una doble mutante TyrB10->Phe/HieE7-
>Leu (DobleMut). Se observa la energia de binding (AEQ,), parametros geométricos optimizados, las
poblaciones de Mulliken correspondientes al atomo de oxigeno de la molécula de oxigeno coordinada (qo,), y las

constantes de disociacion k,; medidas por el grupo de Syun-Ru Yeh.

Proteina wild type TrpG8->Phe | TyrB10-Phe | HisE7-Leu DobleMut
Conformacién | Cfl Cf2 Cf1 Cf2 Cf1 Cf1 Cf1
AEOQ; (kcal/mol) | 34,9 31,9 38,2 27,1 30,5 36,1 30,4

Dist Fe-O (A) 1,85 1,78 1,78 1,77 1,77 1,77 1,78
Dist O-O(A) 1,31 1,30 1,31 1,29 1,30 1,31 1,30
Ang Fe-O-0¢) 122 124 123 122 122 122 122
qo2 -0,403 | -0,337 | -0,388 | -0,263 -0,297 -0,367 -0,302
kogr (51 0,0041 0,0330 0,0088 0,0003 0,0028

La proteina wild type presenta un valor muy pequefio de k,; que implica una gran
estabilizacion por parte de los residuos distales, tal como fue observado para el caso Bs-trHbO en la

seccion precedende.

Discusion: Los resultados de nuestras simulaciones mostraron comportamientos muy interesantes.
El primero corresponde a la proteina mutante HisE7->Leu, donde el sistema perdié un potencial
donor de puente de hidrégeno, y sin embargo el oxigeno se encuentra mds estabilizado (presenta
una k,; ain mds pequefia que la proteina wilde type). Los resultados de los calculos QM/MM Yy las
simulaciones ofrecen una explicacion a esta aparente contradiccion. La proteina wild type posee dos
conformaciones (Fig. 4.9) donde la primera de ellas (Conf. 1) es la que presenta mayor energia de
enlace. Al reemplazar la HisE7 por Leu desaparece la segunda conformacion (Conf. 2) que

involucraba a dicho residuo (Fig. 4.10), llevando al sistema general a una menor k,;O-. Es decir, que
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la proteina wt posee la HisE7 que es la responsable de una segunda conformacién que desestabiliza
ligeramente la interaccion entre el Fe y el oxigeno.

Cuando reemplazamos la TyrB10 por Phe, aparece una nueva conformacion donde el TrpG8
y la HisE7 (en menor medida) establecen enlaces de hidrégeno con el O, coordinado (Fig. 4.11). En
este caso, la energia de unién Fell-O, resulté ser menor que las conformaciones que presenta la wild
type, consistente con un aumento en la k,;. Sin embargo, la diferencia entre los valores de energia de
unién y de k,; son muy pequefios como para confirmar esta hipotesis.

El caso de la mutante TrpG8->Phe resulta muy interesante desde el punto de vista de los
limites de nuestras simulaciones. Esta proteina mutante presenta un valor de k,; mayor que la
proteina wild type (Tabla 1), consistente con los resultados que ofrecieron las demds proteinas
mutantes estudiadas del grupo II (Mt-trHbO, Bs-trHbO). Sin embargo, desde el punto de vista de
las simulaciones, esto merece una consideracion especial. Dicha proteina presenta dos
conformaciones: una con dos enlaces de hidrégeno con el oxigeno, cuya energia de enlace Fell-O,
(AEO,=38,2) es mayor a la que presenta la proteina wild type, y una segunda conformacién donde
ningun residuo establece enlaces de hidrégeno con el oxigeno coordinado, y consecuentemente
presenta una energia de enlace muy baja (AEO,=27,1) (Fig. 4.12). El perfil de energia libre de esta
conversion (Fig. 4.13) muestra que ambas configuraciones son probables, pero poco puede decirse

acerca de la proporcion de cada una de las configuraciones, ya que el error del método se encuentra

cercano al AG entre ambas configuraciones. Por lo tanto, hubiera resultado imposible con estos
resultados poder pronosticar los valores de la k,;de esta proteina mutante, porque depende de la
proporcién de cada configuracién. Aun realizando simulaciones mds largas (100-200ns) resulta
dificil estimar un valor preciso de proporciones de ambas configuracionesy ademds del campo de
fuerzas utilizado. Recuérdese que un AG de ~0,5 - 1 kcal/mol entre ambos estados corresponde a 10
0 20 veces mds de una configuracién que de otra, y esto podria ser suficiente para explicar el peso
que tiene una u otra configuracion en la k,; global.

Claro que observando el valor de la k,;0, medido en esta proeina mutante, resulta sencillo
imaginar que la configuracién sin enlaces de hidrogeno (Cfl) se encontrard en mayor proporcion
que la Cf2, dado que una proteina con un valor de k,; mayor que la wild type, debe presentar
necesariamente configuraciones que estabilicen menos al oxigeno coordinado. Pero resulta de gran
importancia conocer los limites predictivos que presenta este tipo de simulaciones computacionales.

Por otro lado, las distancias Fe-O (~1,3A) y O-O (~1,8A), asi como el dngulo Fe-O-O

(~120°) son practicamente idénticas en las diferentes conformaciones (Tabla 4.3). Es decir que el
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entorno de la proteina no modifica las distancias y angulos del oxigeno coordinado al Fell. Este
resultado avala el uso de simulaciones clésicas (donde las distancias y dngulos permanecen casi
inalteradas) para estudios de la dindmica del sitio activo de hemoproteinas.

Por su parte, la carga en el &tomo de O mas lejano al hemo, se modific6 acorde a la energia
de binding Fe-O,: a mayor valor (absoluto) de carga, mayor energia de enlace. Este resultado es
esperable, dado que tanto la carga del oxigeno como los valores de energia de enlace dependen
fuertemente de la interaccion con el entorno (en este caso, donores de puente de hidrégeno). Si bien
la carga calculada fue diferente (desde aproximadamente -0,3 hasta -0,4) en los diferentes sistemas
estudiados (Tabla 4.3), consideramos valido utilizar simulaciones cldsicas para estudiar el sitio
activo de hemoproteinas (véase el Apéndice para mds informacion acerca de las cargas utilizadas
en las simulaciones cldsicas).

Estos resultados experimentales y tedricos estdn siendo sujetos a revision en la

revista Biochemistry:

- Arroyo Maiiez P, Lu C, Boechi L, Marti MA, Shepherd M, Wilson JL, Poole RK, Luque FJ, Yeh SR, and Dario A.

Estrin. Role of the Distal Hydrogen-Bonding Network in Ligand Binding in Campylobacter jejuni truncated

hemoglobin III.

Especies de sulfhidrico en Hemoglobinas Truncadas

Introduccion: El acido sulfhidrico es una molecula producida de forma endégena en los tejidos de
los mamiferos. Tal como sucede con el 6xido nitrico (NO) y el mondxido de carbono (CO), el
sulthidrico participa en procesos de sefializacién, modulando las funciones bioldgicas en el sistema
cardiovascular y nervioso. Ratones transgénicos deficentes de la enzima que sintetiza sulfhidrico en
mamiferos (Cistationina gama-liasa) nacen con hipertension y reducida vasorrelajacion'®!!. Elevadas
concentraciones de este transmisor resultan toxicas, dado que actdan inhibiendo la citocromo ¢
oxidasa de la cadena respiratoria'?. Desde un punto de vista quimico, este transmisor posee los
siguientes valores de pKa: pKal=7,0 y pKa2 ~17, por tal razén, las especie H,S y HS™ son las
especies mayormente presentes en condiciones fisioldgicas normales.

Si bien la mayor parte de las hemoproteinas, como la mioglobina, no presentan una elevada
afinidad por especies de sulfhidrico, se encontré que la globina de Lucina pectinata presentaba una

elevada afinidad por este compuesto. Muchos estudios se han realizado sobre esta globina debido a
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su capacidad para coordinar especies de sulfhidrico'®!. Se ha postulado que un sitio activo
hidrofébico es el responsable de la alta afinidad que estas especies tenian por las especies de
sulfthidrico, pero la explicaciéon molecular de este fendmeno era desconocida. No se conocia la
especie (SH,, SH', S*) que mas favorablemente migraba desde el solvente hasta el sitio activo, asi
como tampoco se conocia la especie que mayormente se encontraba coordinaba al Felll.

Resultaba muy interesante para nosotros comprender los determinantes moleculares
responsables de la afinidad por especies de sulfhidrico en esta proteina, empezando, por supuesto
por lo que sucedia en las Hemoglobinas Truncadas que es un sistema ampliamente estudiado en
nuestro grupo.

Sucedié entonces algo asombroso. Un grupo de la Universidad de Florencia dirigido por
Giullieta Smulevich, envi6 un articulo a la revista Biochemistry con algunos resultados de
reactividad de sulfhidrico con una trHb perteneciente a 7. fusca (Tf-trHbO). Uno de los revisores
(reviewers) respondi6 que el articulo necesitaba de simulaciones computacionales para poder sacar

conclusiones de respecto de conformaciones del sitio activo, como cito a continuacion:

“...Molecular dynamics simulations should also be applied to both truncated
hemoglobins to further prove the proposed hydrogen bonding hypothesis for H,S
stabilization. For example, estimated distances from the residues and the bound

H,S will indeed strengthen the argument.”

La misma revista que generalmente tiende a rechazar articulos que solo cuentan con
simulaciones, exigia ahora simulaciones computacionales para corroborar las hipétesis de los
grupos experimentales. Nos lanzamos por lo tanto, a estudiar la dindmica del sitio activo de esta
trHb en particular (Tf-trHbO) cuando se coordina la especie de sulfhidrico que creiamos maés
relevante: SH'.

Tal como fue explicado en Metodologia General, para poder realizar simulaciones de
dindmica molecular de SH™ coordinada al Felll del hemo, es necesario construir parametros
apropiados. Por lo tanto realizamos cdlculos cudnticos con “sistemas modelos” utilizando diferentes
especies de sulfhidrico al Felll. Dicho sistema modelo consistia en el grupo hemo, la His proximal,
y la especie de sulfhidrico de interés coordinada al Felll.

Se realizaron posteriormente simulaciones partiendo de la estructura cristalografica de Tf-

trHbO (pdbld: 2BMM), con la especie de sulfhidrico involucrada coordinadas al metal, para
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estudiar la estructura del sitio activo. La simulacion resultd ser estable como lo indica el analisis de

desviacion cuadréitica media (Fig. 8.2 del Apéndice).

Estabilizacion de la especie SH : Los resultados mostraron que la especie de sulthidrico forma un
estable puente de hidrégeno con uno de los residuos del sitio activo (TrpGS), quien parece ser el
responsable de la estabilizacion de este ligando (Fig. 4.14). Es interesante notar, que dicho residuo
también es el responsable de estabilizar al O, en este grupo de trHbs, como fue previamente

mostrado en el Capitulo 3.

Figura 4.14.- Sitio activo de Tf-trHbO donde se destaca el TrpG8 estabilizando al SH coordinado

al grupo Hemo.

Los resultados obtenidos por simulaciones computacionales, acerca de la importancia del
TrpG8 en la estabilizacion del SH™ coordinado, pueden ser puestos a prueba al compararlos con la
constante cinética de disociacion (k).

La Tabla 4.4 resume las constantes cinéticas de estas proteinas nativas y de diferentes
mutantes. Puede observarse que la constante de disociacion (k) es muy baja para ambas proteinas
en su estado nativo (Bs-Mt-trHbO-wt y Tf-trHbO-wt) '6. También puede observarse que solamente
cuando el TrpG8 es mutado por Phe, la k,; aumenta notablemente (Tf-TrpG8-F). La proteina
mutante donde los tres residuos polares (TyrB10, TyrCD1 y TrpG8) son modificados por
fenilalaninas (Tf-TripleMut) presenta practicamente el mismo resultados presentado por la mutante

Tf-TrpG8->Phe, evidenciando que el residuo fundamental en la estabilizacion del SH' es el TrpG8.
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Tabla 4.4.- Datos de constantes cinéticas de Hemoglobinas Truncadas nativas
y diferentes mutantes con especies de sulfhidrico. Los datos fueron obtenidos
por grupos colaboradores dirigidos por el Prof. Alberto Boffi y la Prof.
Giulietta Smulevich.

ko O3 (s7')
Bs-trHbO-wt 0,0026
Tf-trHbO-wt 0,0018
T{-TyrCD1->Phe 0,0011
Tf-TyrB10->Phe 0,0012
Tf-TrpG8->Phe 0,36
Tf-TripleMut 0,22

Por lo tanto el TrpG8 parece ser el principal responsable de la constante de la baja
asociacion (k,;) que presenta esta proteina en su estado nativo, tal como habia sido postulado por
nuestras simulaciones computacionales.

Este resultado experimental, ademds de demostrar fehacientemente la importancia del TrpG8
en la estabilizaciéon de especies de sulthidrico, sirve como una importante validacién de las
simulaciones realizadas por nuestro grupo.

Por otro lado, los resultados en su conjunto aportan nueva evidencia respecto a cudl es la
especie que se coordina al Felll en estas hemoproteinas. Dado que un residuo polar (donor de
puente de hidrogeno) como el TrpG8, es el principal responsable del cambio en la constante de

disociacion k,; entre la proteina y el ligando.

Discusion: Las simulaciones computacionales mostraron que el TrpG8 es el tnico residuo que
forma enlaces de hidrogeno con el SH™ coordinado al Felll. La carga negativa que posee el atomo de
azufre coordinado es responsable en gran medida de que esto suceda. Los resultados experimentales
de las mutantes individuales confirmaron las predicciones de las simulaciones, avalando una vez
mds los modelos utilizados en estas simulaciones.

Respecto de la especie de sulfhidrico que se coordina (SH,, SH, S*), existe atin un amplio
debate. Teniendo en cuenta que el pKa del sulfhidrico en agua es pKa=7, es esperable que la especie
de SH, no sea relevante cuando el sulfthidrico se coordina al Felll, debido al aumento de acidez de
la especie de sulthidrico coordinada. Los resultados muestran que el TrpG8 (quien solo puede
participar como donor de puente de hidrégeno), es responsable de la estabilizaciéon de la especie

coordinada que deberd ser negativa para formar enlaces de hidréogeno. Por su parte, nuestros
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célculos con sistemas modelos muestran que cuando la especie SH; se coordina al Felll, el 4&tomo de
azufre resulta practicamente neutro, mientras que cuando se coordina SH’, el S posee una carga
negativa. Por lo tanto, poseemos evidencia para suponer que no es SH, la especie que se encuentra
mayormente coordinada al Felll.

Sin embargo poco puede decirse sobre la diferencia entre SH y S*, dado que ambas especies
poseen cargas similares para el dtomo de azufre, y resulta dificil afirmar que una o la otra especie es
mas relevante en este caso. Mas estudios, tanto experimentales como tedricos deben realizarse para
poder determinar fehacientemente la especie de sulfhidrico que mayoritariamente se coordina al
Felll.

Por otro lado, nos resulta particularmente interesante conocer cudl es la especie que migra
desde el solvente hasta el sitio activo en estas proteinas. Quizds existan diferentes canales para cada
especie, dado que electrostaticamente son muy diferentes unas de otras. De hecho, si esta especie es
diferente a la que se encuentra coordinada, serd interesante conocer el mecanismo por el cual pierde
o gana protones al coordinarse. En este caso, podemos especular que la presencia de aguas internas
resultard crucial en este mecanismo.

Los resultados tedricos y experimentales presentados, fueron publicados conjuntamente en

el siguiente articulo:

- Nicoletti FP, Comandini A, Bonamore A, Boechi L, Boubeta FM, Feis A, Smulevich G, and Boffi

A. Sulfide Binding Properties of Truncated Hemoglobins. Biochemistry 2010, 49, 2269-2278
2269

Fluoruro como sonda para estudiar el sitio activo en hemoproteinas

Introduccion: Estudiar los procesos dindmicos que ocurren en el sitio activo de las proteinas resulta
crucial para comprender en detalle los mecanismos que operan en los mismos. La cristalografia de
proteinas provee informacién atomistica estructural muy importante, pero no permite relizar
inferencias claras sobre los procesos dindmicos. La cristalografia resuelta en el tiempo ha mostrado
resultados prometedores, pero alin se encuentra en etapa de desarrollo”. La Espectroscopia Raman
Resonante permite estudiar el sitio activo de la proteina utilizando tipicamente CO como sonda. De
todas formas, el CO no es el ligando natural de estas hemoproteinas, por tal razon, los resultados

que se obtienen para esta molécula no necesariamente son extrapolables al ligando natural que es el
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oxigeno. De hecho, en la seccidn anterior se mostré que existen diferencias entre la dindmica del
sitio activo cuando el CO o el O, se encuentran coordinados al hemo.

Se ha mostrado que la longitud de onda de la transicién de transferencia de carga (charge
transfer transition) de la porfirina al metal (CT1), que se observa en el espectro UV-Visible de
hemoproteinas con F* coordinado, es sensible a cambios en los residuos distales de la proteina'®. Por
otro lado, la frecuencia del modo de estiramiento Fe-F puede proveer evidencia directa acerca de
los puentes de hidrogeno que estabilizan al anién coordinado. Por lo tanto, es posible correlacionar
estos valores experimentales con los residuos donores de puente de hidrégeno que se encuentran
estabilizando al F coordinado al Felll. En colaboracién con grupos experimentales que poseen
amplia experiencia en técnicas espectroscopicas, se estudié el ion fluoruro como una posible sonda
adicional al CO. Esta nueva sonda deberia ser capaz de reproducir la dindmica del sitio activo del O,
mads fielmente de lo que lo hace el CO hasta el momento.

Se realizaron simulaciones computacionales utilizando fluoruro como sonda en la trHbO de
T. fusca, mientras nuestros colaboradores realizaron las medidas espectroscépicas correspondientes.
El sistema de estudio fue la trHb de 7. fusca, debido al amplio conocimiento que ambos grupos
poseemos sobre estos sistemas. Se estudid la proteina wild type junto con diferentes proteinas
mutantes.

Tal como fue explicado en Metodologia General, en algunas ocasiones es necesario construir
nuevos parametros para los cdlculos de Dindmica Molecular Cldsica. Por lo tanto realizamos
célculos cuanticos con sistemas modelos utilizando un fluoruro, el grupo hemo con Felll, y la
histidina proximal. Luego de la obtencién de los pardmetros, y utilizando la  estructura
cristalografica de Tf-trHbO (pdbld: 2BMM.pdb), se realizaron simulaciones de Dindmica
Molecular (DM) clasica con el fluoruro coordinado al Felll. Luego de la correspondiente
termalizacion y equilibracion del sistema se realizaron 30ns de dindmica molecular clésica tal como
ha sido explicado en la Metodologia General. Se realizaron simulaciones de la proteina wt, asi como
de diferentes mutantes de residuos del sitio activo: TyrB10->Phe, TrpG8->Phe, y la doble mutante
TrpG8->Phe / TyrCD1->Phe. Cada mutante fue disefiada especialmente para intentar comprender,
de forma global el comportamiento del sitio activo frente a estos cambios. Todos los sistemas

resultaron estables en el tiempo de simulacion empleado (Fig. 8.4 del Apéndice)
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Estabilizacion de fluoruro: se realizaron célculos de mecédnica cudntica con sistemas modelos
(HisF8-Hem(Felll)-F), para comprender las propiedades quimicas de la coordinacion. Encontramos
que el fluoruro coordinado se encuentra cargado negativamente, por tal razén, se espera que
residuos donores de puente de hidrégeno se liguen a €l, tal como sucede con otros ligandos en estas
proteinas. La distancia de equilibrio entre el fluoruro y el Felll result6 ser alrededor de 1,8 A.
Como fue explicado anteriormente, observando la carga del fluoruro que se encuentra
coordinado al Felll, la dindmica molecular mostré que dos residuos donores de puente de hidrégeno
(TrpG8 y TyrCD1) se unen al fluoruro durante los 30ns de simulacién realizados. Por otro lado, el
tercer residuo que potencialmente podria coordinarse al F (TyrB10) permanece alejado del mismo
(Fig. 4.15). Los mismos resultados fueron observados al realizar la mutante TyrB10->Phe (Fig.

4.16), evidenciando el rol menor de la TyrB10 en la estabilizacién del fluoruro coordinado al Felll.

Distance (A)

Time (ns)
Figura 4.15.- Distancias de puente de hidrégenos en funcién del tiempo de la simulacién para
Tf-trHbO wt. Las distancias seleccionadas fueron definidas entre el F~ coordinado al hemo, y

residuos del entorno distal: el Ne del indol del TrpG8 (negro), el hidrégeno hidroxilico de la

TyrCD1(rojo), y el hidrégeno hidroxilico de la TyrB10 (verde).
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Figura 4.16.- Distancias de puente de hidrégenos en funcién del tiempo de la simulacién para

Tf-trHbO YBI10->F. Las distancias seleccionadas fueron definidas entre el F coordinado al
hemo, y residuos del entorno distal: el Ne del indol del TrpG8 (negro), el hidrégeno hidroxilico

de la TyrCD1(rojo), y el Ne del indol del TrpG8 con el oxigeno hidroxilico de la TyrCD1 (azul).

Cuando se realiz6 la mutante TrpG8 -> Phe, se observaron resultados similares: la TyrCD1
se liga al fluoruro, mientras que la TyrB10 no puede formar un estrecho puente de hidrégeno (Fig.
4.17). Por su parte, la TyrB10 puede coordinarse al fluoruro, inicamente cuando TrpG8 y TyrCD1
se mutan por fenilalaninas, en una proteina doble mutante (TrpG8->Phe / TyrCD1->Phe) (Fig. 4.18).
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Figura 4.17.- Distancias de puente de hidrégenos en funcién del tiempo de la simulacién para
Tf-trHbO WGS8->F. Las distancias seleccionadas fueron definidas entre el F* coordinado al
hemo, y residuos del entorno distal: el hidrégeno hidroxilico de la TyrCD1(rojo), el hidrégeno

hidroxilico de la TyrB10 (verde) y el hidrégeno hidroxilico de la TyrCDI con el oxigeno
hidroxilico de la TyrB10 (gris).
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Figura 4.18.- Distancia de puente de hidrégeno en funcién del tiempo de la simulacién para
TrpG8->Phe/TyrCD1->Phe Tf-trHbOWT. La distancia seleccionada fue entre el F- coordinado al
Felll y el hidrégeno hidroxilico de la TyrB10.
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Figura 4.19.- Triple Mutante Tf-trHbO (TrpG8->Phe/TyrCD1->Phe/TyrB10->Phe). Arriba:
Representacion esquemadtica del sitio activo luego de 30ns de sindmica molecular cldsica. Se
observa el grupo hemo (amarillo) con el F (naranja), los residuos distales (cyan) y las dos
moléculas de agua internas. Medio: Distancias de puente de hidrégenos entre el 4tomo de oxigeno
de las dos moléculas de agua observadas en las simulaciones y el F coordinado al Fe. Abajo:
Funcién de distribucién radial para el d&tomo de oxigeno de las moléculas de H,O, centrado en el F-
(negro). Para el célculo fueron utilizados los dltimos 20ns de dindmica molecular, para permitir
que las aguas se estabilicen. La integral (gris) de la funcién se muestra como una forma de

cuantificar la cantidad de moléculas de agua en promedio que se encuentran cercanas al anién F~.

Discusion: Los resultados de las simulaciones mostraron ser consistentes con los valores
espectroscopicos para el estiramiento Fe-F y para la transicion de transferencia de carga (CT1),
medidos por los grupos colaboradores. Por un lado la proteina wild type y la proteina mutante sin la
TyrB10 mostraron valores experimentales consistentes con un entorno muy positivo, mientras que
las simulaciones encontraron dos residuos responsables de establecer enlaces de hidrégeno fuertes
con el anién coordinado. Por otro lado, la proteina mutante sin el TrpG8 presenta resultados
espectroscopicos consistentes con algo mas de un puente de hidrégeno estabilizando al anién. Las
simulaciones, por su parte mostraron que la TyrCDI1 y, muy débilmente, la TyrB10 podian
estabilizar al F. Finalmente, la proteina mutante que no posee el TrpG8 ni la TyrCD1 presenta una
frecuencia muy alta (428 cm™) y un valor de CT1 muy bajo (606 nm), consistente con simulaciones
donde la TyrB10 es el residuo que interacciona con el F.

El resultado mas extrafio resultd ser el presentado por la triple mutante (donde los tres

residuos distales son reemplazados por fenilalaninas), dado que el anién parece sentir un entorno
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levemente positivo segin los estudios espectroscopicos. Las simulaciones mostraron que si bien
ningun residuo se acerca para establecer puentes de hidrégeno con el anién fluoruro, dos moléculas
de agua ingresan en la cavidad distal y permanecen alli formando puentes de hidrégeno con el F
(Fig. 4.19). Por lo tanto, el entorno positivo que se observa en los resultados experimentales, se debe
al ingreso de moléculas de agua que interaccionan directamente con el anién coordinado. Esta
hipdtesis ha sido postulada para la mioglobina (Felll) a pH neutro con F coordinado, para explicar
la presencia de una banda a 460 cm™ 192,
La banda CT1 por su parte resulté ser un excelente sensor del entorno del anién, dado que

responde a todos los cambios sutiles de esta proteina y sus mutantes.

Tabla 4.5.- Resultados de la espectroscopia Raman Resonante realizados por el grupo de la Prof. Giulietta
Smulevich, para la Tf-trHbO con F* coordinado al Felll. La banda de Soret, el UV-Vis CT1, frecuencia RR
Fe-F" y posibles residuos involucrados en la estabilizacion del F- se muestran en la tabla.

Proteina Soret (nm) |CT1 (nm) |vFe-F (cm') |Potenciales residuos
Wild type 405 613 383 TrpG8 - TyrCD1
Tf-TyrB10->Phe 405 614 381 TrpG8 - TyrCD1
Tf-TrpG8->Phe 406 609 419 TyrCD1 - (TyrB10)*
Tf-TrpG8->Phe/TyrCD1->Phe | 404 606 428 TyrB10
Tf-TripleMut 404 603 436 Aguas internas

*La TyrB10 interaccionaria de forma débil con el F~ .

Por otra parte, los resultados de las simulaciones con F~ coordinado al Felll, fueron similares
a los encontrados utilizando oxigeno, evidenciando que el F puede actuar perfectamente como una
sonda de oxigeno, a diferencia de lo que ocurria con el CO (véase Estabilizacion de CO 'y O, en
proteinas del grupo II).

Por lo tanto podemos afirmar que ademds de encontrar una sonda que reproduzca fielmente
el comportamiento del oxigeno, se lograron validar una vez mds los modelos empleados para
realizar las simulaciones.

Estos resultados experimentales y tedricos son parte del siguiente articulo que se

encuentra en preparacion:

- Nicoletti FP, Droghetti E, Boechi L, Estrin DA, Bonamore A, Boffi A, Feis A, and Smulevich G.

Fluoride ion as a probe to study the distal site environment in Thermobifida fusca truncated

hemoglobin. (Submitted to Biochemistry)
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Capitulo 5. Regulacion del ingreso de O, en mioglobina

Introduccién:

La mioglobina y la hemoglobina fueron las primeras proteinas en ser cristalizadas 2. Debido
a que la mioglobina es muy estable a temperatura ambiente, y que ademds es una proteina
monomeérica, se la ha estudiado incansablemente desde su cristalizacion en 1960 hasta nuestros dias.
Por esta razon, siempre se ha utilizado la mioglobina como sistema de referencia en el estudio de
hemoproteinas. Cualquiera sea el estudio que se realiza, existe el valor de referencia de la
mioglobina.

Tipicamente se estudian mioglobinas que pertenecen a tres organismos diferentes: la
mioglobina de cachalote (sperm whale myoglobin), la de corazén de caballo (horse heart
myoglobin), y por supuesto la hemoglobina humana (human myoglobin). Las 3 proteinas tienen
entre ellas practicamente un 90% de identidad de secuencia de aminodcidos, y en general presentan
comportamientos muy similares entre si. Por tal razén, los diferentes estudios que se encuentran en
la literatura de esta proteina se han realizado indiferentemente con cualquiera de las tres proteinas
mencionadas. Desde un punto de vista funcional, la mioglobina participa como reservorio de O,
ayudando a la cadena respiratoria de las células del musculo esquelético principalmente. Por su
parte la hemoglobina viaja por la sangre dentro de los glébulos rojos transportando oxigeno y CO
entre los pulmones y los tejidos del organismo.

Si bien la hemoglobina es tetramérica y posee diferentes efectos relacionados con su
estructura cuaternaria (Bohr, Root,...), la estructura general de cada subunidad aislada es muy
similar a la que presenta la mioglobina. En particular los residuos que componen el sitio activo son
muy similares a los que presenta la mioglobina. Por esta razén, la comprensién de fendmenos
microscopicos que existen en la mioglobina, pueden tener influencia en la comprension del
funcionamiento de la hemoglobina, y viceversa.

Volviendo a la funcién de estas proteinas, mencionamos que el oxigeno debe migrar desde el
solvente hasta el sitio activo para coordinarse al grupo hemo. Perutz mismo propuso en 1966 una
explicacion para el ingreso de O, en la hemoglobina *. Copio en su lengua original, una parte del

articulo:
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“«

. we discussed it with Dr Britton Chance, who was visiting our laboratory
while this work was in progress. One attractive solution is that histidine E7 (...)

might act as a gate which has to swing out to admit the ligand.”

A partir de ese momento se conoceria el residuo mds famoso de todas las hemoproteinas: “la
Histidina E7 gate” (Figura 5.1). La nomenclatura E7 hace referencia a que dicha His se encuentra en

la hélice E en la posicién nimero 7.

Figura 5.1.- Representacién esquematica del movimiento de la HisE7 que permitiria el ingreso del
O, en la mioglobina. En amarillo el grupo hemo y en verde el dtomo de Fell. La direccién de la

flecha y los protones de la histidina fueron colocados de forma arbitraria.

Como sucede con toda hipétesis, no tardaron en llegar las criticas. Experimentos de
cristalografia con Xe a muy alta presion, evidenciaron la presencia de varias cavidades internas que
se interconectaban entre si. A estos sitios se los llamo sitios de Xenén y se postulé que podrian ser
importantes en la migracién de ligandos, rechazando a la HisGate como el sitio principal de ingreso
de ligandos. Cristales con Xe 4, simulaciones de dindmica molecular’® junto con medidas cinéticas de
rebinding de CO, mostraron que las cavidades se encuentran interconectadas y que un ligando como

el CO puede migrar a través de todas ellas.
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Sin embargo, un grupo de la Universidad de Rice, liderado por John Olson, continu6
sosteniendo la teorfa de la migracion del ligando a través de la HisE7, a partir de mediciones de
asociacion de ligandos diatémicos (NO, O, y CO). Uno de los experimentos mas claros que le
permitieron seguir sosteniendo la antigua teoria de Perutz, son los resultados de los experimentos de
asociacion de ligandos (Stopped Flow), donde sometieron al sistema a una gran presion de Xe, para
llenar los llamados sitios de Xe con el gas y asi observar las modificaciones que se producian en las
constantes de asociacion (k,,). Si el ligando “debia” atravesar los llamados sitios de Xe para
alcanzar el sitio activo, el valor de la constante se verd afectado por el gas Xe. Los resultados
pueden verse en la Tabla 1, donde se muestra que los valores de las constantes de asociacién con y
sin el Xe son muy similares entre si. Este resultado, junto con las mediciones cinéticas de diferentes
(j90!) mutantes mantienen en pie la antigua teoria de la HisGate, como sitio principal de acceso de
ligandos.

Sumado a los estudios de Olson, existian estudios de k,, realizados a diferentes pH, donde se
observaba que los valores de k,, aumentaban ligeramente con la disminucién del pH. Sabiendo que
el pKa de la His en solucion se encuentra entre 6 y 7, se postulé que el aumento de dicha constante
podria estar relacionado con la apertura de la HisE7 por la protonacion de este residuo.

Recientemente, se logrd cristalizar la mioglobina a pH 4cido (pH=4), donde se observa la
apertura de la HisE7 como habia sido propuesto anteriormente. Cabe aclarar que aunque el pH del
buffer en el cual se realiz6 la cristalizacién haya sido 4, no es cierto que la estructura cristalizada
mantenga ese pH, ya que durante la cristalizacién (segin el método que se emplee) el pH puede
cambiar.

Basados en todos los resultados mencionados, y en la discusion acerca de la HisE7 gate, el
ingreso de oxigeno, y el pH, decidimos realizar un estudio computacional del comportamiento de
esta HisE7 y la relacion que posee con la migraciéon del oxigeno a través de este canal.

La pregunta que perseguiamos era tan ambiciosa como simple: ;La protonacion de la HisE7
es “suficiente” para controlar su apertura/cierre? ;Es “necesaria”? ;El movimiento de esta histidina
implica necesariamente una apertura del canal para el ingreso del O,?

Realizamos para tal fin, simulaciones de Dindmica Molecular con la HisE7 en diferentes
estados de protonacion y de tautomerizacion: tautémero € (HIE), tautémero & (HID) y la histidina
protonada (HIP) (ver Fig 5.2). Luego se estimaron los correspodientes perfiles de energia libre para

el movimiento de esa histidinaE7 y para el ingreso de oxigeno.
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Figura 5.2.- El residuo histidina (His) tiene dos tautémeros naturales donde el 4tomo de hidrégeno
se encuentra unido al nitr6geno & (HID) o al nitrégeno € (HIE) (izquierda y centro

respectivamente), y posee ademds la variante protonada (HIP) (derecha).

Es importante aclarar que en este caso, no se estdn realizando simulaciones a bajo pH, ya
que no se estd teniendo en cuenta la protonacion de los demds residuos de la proteina. En nuestro
caso, nos propusimos sencillamente estudiar el comportamiento de un residuo especifico, para saber
si es suficiente y/o necesario para controlar la migraciéon del oxigeno hacia el interior de la

mioglobina.

Metodologia:

Simulaciones de dinamica molecular clasica (MD)

Partiendo de la estructura cristalografica de la mioglobina a pH=4 (pdbld: 1SPE) donde la
HisE7 se encuentra en las dos conformaciones que a partir de ahora denominaremos Afuera y
Adentro, se realizaron simulaciones de dindmica molecular (DM) clasica con la HisE7 en los
distintos estados: tautomero & (HID), tautémero € (HIE) y variante protonada (HIP), partiendo de
las dos estructuras cristalograficas mencionadas.

Se realizaron 50 ns de simulaciones de dindmica molecular clasica como fue explicado en
Metodologia general. Los sistemas fueron estables durante el tiempo de simulacién empleado

(véase la Fig. 8.5 del Apéndice).
Migracion del oxigeno (MSMD/Jarzynski):

Inicialmente se anadié una molécula de O, al sistema, previamente parametrizada. Dicha

molécula fue especialmente localizada en la “entrada” del canal E7, y en un sitio de docking
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encontrado a 5A del Fe. Se realizaron 10ns de dindmica molecular con dicha molécula restringida a
11A yas A del Fe y se extrajeron 40 fotos de los ultimos 6ns. Utilizando estas fotos como punto de
partida se realizaron simulaciones de dindmica molecular dirigida (MSMD), utilizando como
coordenada de reaccién la distancia Fe-O,, y con una velocidad de 0,025 A/ps. Los ligandos que se
encontraban a 11 A fueron dirigidos hasta los 4 A del Fe. Los ligandos que se encontraban a 5 A del
Fe fueron llevados hasta 4 A y hasta 9.5 A del Fe. Posteriormente se realizaron los promedios segun
la ecuacion de Jarzynski para cada uno de los trayectos por separado, y se construyeron los perfiles
de migracién de oxigeno. Cda uno de estos perfiles se realiz6 para cada uno de los diferentes

estados de la HisE7: HIE, HID, HIP.

Resultados:

Relacion entre estado de la HisE7 y su localizacion

Como fue explicado en la seccién anterior, se realizaron simulaciones de dindmica
molecular clasica partiendo de diferentes configuraciones para la HisE7 (Afuera y Adentro), para
los diferentes estados de la HisE7: HIE, HID y HIP. Por lo tanto se realizaron 6 simulaciones
diferentes: HIE Afuera, HID Afuera, HIP Afuera, HIE Adentro, HID Adentro, HIP Adentro. En
todos los casos, se evalud el angulo diedro C-CA-CB-CG como pardmetro de la posicién de la
HisE7.

Algunos de los resultados fueron evidentes, otros algo sorpresivos. La HIE Adentro se
mantuvo en esta posicion durante toda la dindmica, mientras que la HIE Afuera se cerrd a los pocos
ps de simulacién. Por su lado, la HIP Afuera se mantuvo en esa conformacion durante la escala de
tiempo de la simulacién, mientras que la HIP Adentro se abri6 a los pocos ns de simulacién (Fig.
5.3).

Por lo tanto, sin importar el punto de partida, los estados HIE y HIP adquieren diferentes
posiciones durante la escala de tiempo de la simulacién: Adentro y Afuera respectivamente.

Cabe aclarar que en las simulaciones cruzadas (HIE Afuera y HIP Adentro) se simularon
tiempos cortos de DM, dado que la proteina adquiri6 la misma conformacion simulada previamente:
HIE Afuera adquiri6 la estructura HIE Adentro, mientras que HIP Adentro adquiri6 la estructura de

HIP Afuera.
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Figura 5.3.- Angulo diedro de la HisE7 en funcién del tiempo de simulacién. a) Tautémero HIE
partiendo de la configuracién Adentro (negro) o Afuera (rojo). A partir de la dltima foto de la
dindmica, se intercambi6 el tautémero HIE por HIP (verde), o por HID (azul). b) Tautémero HIP
partiendo de la configuracién Afuera (negro) o Adentro (rojo). Utilizando la tltima foto de la

dindmica, se intercambid el tautémero HIP por HIE (verde).

Con el objeto de realizar mds controles a las simulaciones realizadas, se realizaron dos
simulaciones mds: tomando como estructura de partida la ultima foto de la dindmica de la HIE
Adentro, se procedi6 a protonar la HisE7 (HIE->HIP) para observar si la misma volvia a orientarse
hacia afuera; por otro lado, partiendo de la dltima foto de la HIP Afuera, se desprotoné la HisE7

(HIP->HIE), para ver en este caso si la histidina se orientaba hacia adentro. También se realizé un
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cambio HIE->HID (Fig. 5.4a linea azul) que sera explicado en la préxima seccion.

Consistentemente con lo que se venia observando, la histidina mantuvo el comportamiento
postulado: la HIE se orient6 Adentro, mientras que la HIP se orient6 Afuera a los pocos ps de
producido el cambio (Fig. 5.3 linea verde)

Los resultados hasta aqui mostrados evidencian que la protonacién parece ser condicion
suficiente para regular la posicion de equilibrio de la HisE7. Cuando se encuentra protonada (HIP)
adquiere la conformacion Afuera que se observaba en el cristal (pdbld: 1SPE), si la HisE7 se
encuentra desprotonada (HIE), la misma se orientard hacia el sitio activo, como se observa en

practicamente todos resto de los cristales de mioglobna y hemoglobina.

Tautomerizacion d - €
De la misma forma en que anteriormente se realizaron simulaciones con la histidina E7 en
estados HIE y HIP, se realizaron ahora simulaciones utilizando el tautémero & (HID).

Sorpresivamente, aunque el tautémero & no es el estado protonado (HIP), se observé que el
tautomero HID es estable en la configuracion Afuera. Esto puede observarse en la figura 5.4, donde
se muestra que atin tomando como punto de partida la configuracién Adentro, la HisE7 rota hacia el
exterior de la proteina tomando la configuraciéon Afuera durante al menos 40ns (Fig. 5.4). Este
resultado muestra que la protonaciéon de la histidina es suficiente, pero no es necesaria para el
movimiento de la HisE7, ya que este residuo es capaz de rotar, simplemente debido al cambio de
estado tautomérico. También en la figura 5.4a (linea azul) se ve que el cambio de tautomero (HIE-
>HID) resulta suficiente para que en pocos ps la HisE7 cambie a la configuracién Afuera.

De todas formas, la figura 5.4 muestra que el tautomero HID también es estable en la
configuracion Adentro, dado que de los 60ns de dindmica molecular clédsica, se mantiene ~45ns
Afuera, y ~15ns Adentro. Como fue explicado anteriormente este tiempo de simulaciones no es
suficiente para estimar probabilidades de ambos estados. Por un lado, debido al tiempo de
simulacién, y por el otro debido al campo de fuerza que puede determinar la poblaciéon de los

tautomeros.
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Figura 5.4.- Angulo diedro de la HisE7 en funcién del tiempo de simulacién para el tautémero

HID, partiendo de la configuracién Adentro (negro), y partiendo de la dltima foto de la simulaciéon

con HIE, donde se realiz6 el cambio HIE->HID (verde).

Como se verd mds adelante en la figura 5.6, cuando la HisE7 se encuentra en la
conformacion Afuera, moléculas de agua pueden ingresar al sitio activo a través del canal E7 gate.
Para estudiar el efecto que las moléculas de agua interna pueden tener en el comportamiento de la
HisE7, realizamos simulaciones de dindmica molecular clasica para el tautémero HIP de la HisE7,
partiendo de la configuracién Adentro en presencia de aguas internas. Es decir, que a diferencia de
lo que se observa en la figura 5.3b, la estructura inicial ahora posee una molécula de agua en el sitio
activo. El resultado es contundente asi como importante: la HisE7 se mantiene durante 50ns en la
conformacién Adentro, evidenciando el importante rol que cumplen las aguas internas en el
comportamiento de la HisE7 (Fig. 5.5a). La simulacién mostré una interaccion de puente de
hidrégeno muy fuerte entre el HNe de la HisE7 y el &tomo de oxigeno de la molécula de agua (Fig.
5.5b).

Estos resultados (la interaccién entre la HIP y las aguas internas) no fueron observados
previamente en las simulaciones realizadas, ya que el residuo HIP no tuvo ocasiéon de visitar en
ningun momento la conformacion Adentro mientras moléculas de agua se encontraban en el sitio

activo.
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Cabe aclarar que la simulacién con aguas internas realizada para HIP no fue necesaria
realizarla para los estados HIE y HID. En el primer caso (HIE) la HisE7 conserva su conformacion
Adentro, aun cuando existen aguas internas. En el segundo caso (HID), la HisE7 visité la
configuraciéon Adentro como se observa a los 40ns en la figura 5.4, evidenciando que en este caso

fueron evaluadas las diferentes configuraciones posibles..
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Figura 5.5.- a) Angulo diedro de la HisE7 en funcién del tiempo de simulacién para el tautémero
HIP, partiendo de la configuracién Adentro en presencia de aguas internas. b) Distancia en funcién
del tiempo de simulacion, entre el &tomo de O de la molécula de agua interna y el HNe€ de la HisE7

(negro), o entre el dtomo de O mds cercano de los propianatos y el HN de la HisE7.
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Perfiles de Energia Libre de la interconversion

Como fue explicado anteriormente, el tiempo de simulacion en muchos casos puede ser
escaso para encontrar todas las configuraciones que las proteinas visitan. Por tal razén, para obtener
informacién termodindmica confiable y asi poder concluir fehacientemente, es necesario en muchos
casos contar con perfiles de energia libre de los procesos involucrados.

Existen varios métodos para estimar estos perfiles, y una gran discusion acerca de cudl es el
mejor método. Sin embargo, en los casos donde se deben formar interacciones de puentes de
hidrégeno en particular, o donde hay reordenamientos de aguas, el método de muestreo sesgado
resulta ser el mds adecuado.

Por lo tanto, calculamos perfiles de energia libre de la apertura/cierre de la HisE7 en los
distintos estados del residuo: HIE, HIP, HID, para asi tener pardmetros termodindmicos y cinéticos
de este proceso. La coordenada de reaccion elegida fue el mismo dngulo diedro que se utilizé para
testear la posicion de la HisE7 previamente (C-CA-CB-CQG).

Los resultados arrojaron los mismos resultados que las simulaciones de dindimica molecular
clasica: el tautomero HIE es mds estable en la configuracion Adentro, mientras que HID es mds
estables en la configuracion Afuera (Fig. 5.4). El residuo protonado (HIP) es igualmente estable en

la ambas configuraciones.

Free Energy (kcal/mol)

L | L | A
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Figura 5.4.- Perfiles de energia libre para la apertura/cierre de la HisE7. a) Tautémero € (HIE). b)

Histidina protonada (HIP). ¢) Tautomero & (HID). En todos los casos se utilizé el dngulo diedro C-

CA-CB-CG como coordenada de reaccion.

Explicacion molecular de las diferencias encontradas

Una de las ventajas que posee la simulacion computacional por sobre otras técnicas, es la
posibilidad de un acercamiento microscopico a los fendmenos macroscépicos.
En este caso, el objetivo fue explicar las diferencias encontradas para HID, HIP y HIE. En

particular, intentar comprender por qué los estados HIP y HID permanecen Afuera, mientras que

HIE permanece Adentro.
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La observacion directa de las simulaciones con la histidina en estados HID y HIP muestra
que estos residuos se encuentran estabilizados en el estado Afuera, gracias a un puente de H que
forman con el carbonilo de la cadena principal de un residuo de asparagina (Aspl42). Este puente
de H no puede ser formado en el caso HIE, debido a la orientacién que presenta el hidrogeno en este
tautomero. En el caso de la histidina protonada (HIP) se observaron también interacciones entre el
HNO de la HisE7 y los dtomos de oxigeno de los propionatos del grupo hemo, que podrian
contribuir también a la estabilidad de dicha conformacion.

El residuo de Asparagina 142 resulta entonces muy importante para esta regulacion, aunque
nunca antes habia sido mencionado en la literatura. Esto puede tener una explicacion aventurada,
pero interesante también. En general, la relevancia de un residuo en una proteina se evalda
realizando mutaciones del mismo y observando los resultados. Sin embargo en este caso la
interaccion se realiza a través del carbonilo de la cadena principal.

Realizamos, por tal razon, la proteina mutante Aspl42->Ala para la HisE7 protonada, de
forma de corroborar la hipétesis planteada (Fig. 5.6). Los resultados mostraron que la HisE7
protonada conservo la conformacion Afuera durante los 50ns de simulacion realizados, al igual que
en el caso de la proteina wild type. Este resultado muestra que no resulta posible relizar una proteina

mutante para desestabilizar dicha conformacién (Afuera).
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Figura 5.6.- Distancia en funcién del tiempo de simulacidn, entre el dtomo de O del carbonilo de

la Alal42 y el HNS de la HisE7, para la mioglobina mutante Asp142->Ala.
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Ingreso de oxigeno a la mioglobina

En las secciones anteriores se estudié de qué manera el estado HIE, HID y HIP, regulan el
movimiento de la propia HisE7. Sin embargo, nada se ha dicho sobre la “apertura” o “cierre” del
canal de acceso de ligandos. La pregunta es: ;La histidina Afuera implica la apertura del canal?

Mis y nuevas simulaciones debian ser realizadas para poder definir con total certeza la
existencia de un canal. Por lo tanto, y como primera medida, realizamos un andlisis cualitativo de la
superficie de la proteina promedio en cada caso. En la figura 5.7 puede observarse que cuando la
HisE7 se encuentra Afuera (caso HIP), aparece un evidente canal por el cual migran aguas hacia el
sitio activo. Por otro lado, cuando la HisE7 se encuentra Adentro (caso HIE), la superficie de la
proteina es continua y no se observan canales en esta zona.

Por lo tanto, desde una aproximacion cualitativa observamos que en el caso HIP aparece un

canal a través del cual migran aguas desde el solvente hacia el sitio activo.
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Figura 5.7.- Superficie de contorno de estructuras representativas de la mioglobina con la histidina

E7 en estados HIE (arriba derecha), HIP (arriba izquierda). Obsérvese el canal a través del cual

migran aguas en el estado HIP (abajo)

De todas formas, si bien se observan aguas migrando hacia el sitio activo, atin no sabemos si
este canal es accesible para la migracion de una molécula de oxigeno.

Para responder a este interrogante, realizamos un estudio de migracion de oxigeno a través
del canal E7 para los diferentes estados de la histidinaE7. Para esto realizamos célculos de Dindmica
Molecular Guiada de 40 simulaciones independientes, junto con el teorema de Jarzynski, para
calcular los perfiles de energia libre de migracién del oxigeno.

Se realizaron dos perfiles de energia libre partiendo desde los dos minimos encontrados. Por

un lado, se comenzé con el ligando a 11 A del Fe, y se forzo al ligando a llegar hasta los 4 A 40
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simulaciones independientes) (Figura 5.8 arriba). Por otro lado, se partié de los 5 A del Fe y se hizo
migrar al ligando hasta los 4A, y también hasta los 9.5 A (40 simulaciones independientes) (Figura
5.8 abajo).

Sorprendentemente los resultados muestran que en los tres casos (HIE, HIP y HID), el
oxigeno puede ingresar con barreras bajas o practicamante sin barrera hasta los 4 A del hierro (Fig.
5.8). Es decir, que incluso en el caso en que la HisE7 se encuentra Adentro (HIE) el perfil de
migracion de oxigeno no encuentra una barrera considerable para su ingreso al sitio acivo. Puede
compararse este resultado con el Canal Corto de la Bs-trHbO que posee un residuo muy pequefio
(AlaE7) y sin embargo presenta una barrera de ~4kcal/mol para el ingreso de oxigeno, por ese
canal.

La tunica diferencia relevante que presentan los sistemas donde la HisE7 se encuentra
Afuera (casos HID y HIP), es la presencia en el perfil de un minimo de energia de 2 o 3 kcal/mol
cuando el ligando se encuentra e 5 A del Fe. Este minimo puede actuar preconcentrando oxigeno,
facilitando su ingreso en la mioglobina. Es decir, que cuando la HisE7 se encuentra Afuera, se
genera un minimo local que puede preconcentrar ligando, y puede modificar la velocidad de ingreso
de ligando.

Estos resultados muestran que el movimiento de la HisE7 modifica la velocidad de ingreso
de ligando, pero no a través de barreras, sino de la creacion de un minimo que permite

preconcentrar oxigeno en las inmediaciones del sitio activo.
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Figura 5.8.- Perfiles de energia libre para la migracién del oxigeno en mioglobina a través de la
puerta E7, para los cada uno de los estados HIE (negro), HIP (rojo) y HID (verde). Los perfiles
fueron construidos partiendo de los 11 A (arriba), o partiendo desde los 5 A (abajo). En ambos

casos se muestra la distancia desde 4 A hasta 9.4 A para facilitar la comparacién.

Como fue explicado anteriormente a partir de 4A comienza a ser importante la interaccion
entre el Fe y el O,, por tal razén resulta incorrecto calcular el perfil de energia libre con este método
a distancias menores. También es importante recordar que el error del cdlculo aumenta con la

longitud de la distancia que recorren los ligandos. Por esta razén, la porcion del perfil mas cercana
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al Fe (4 — 6A) posee un gran error en el perfil con los ligandos partiendo desde 11 A, que en el

perfil con los ligandos partiendo de 5 A.

Conclusién:

Los resultados presentados hasta aqui muestran que la posicion de los protones en la HisE7

puede regular su comportamiento. Si la HisE7 se encuentra deprotonada pero en el tautomero €

(HIE), la misma se encontrard mayoritariamente hacia adentro del sitio activo, mientras que si se

encuentra en el tautomero & (HID) la misma se encontrard mayoritariamente hacia afuera del
mismo. Si por el contrario se encuentra protonada (HIP), el residuo es estable en ambas
configuraciones, y dependerd de las aguas que ingresen en el sitio activo de la proteina, .

También se observé que cuando la HisE7 se encuentra hacia afuera de la proteina, aparece
un canal a través del cual pueden migrar aguas desde el solvente hasta el sitio activo. Este canal no
se observa cuando la HisE7 se encuentra hacia adentro (caso HIE), y el canal de acceso de
moléculas de agua pareceria estar completamente bloqueado.

La migracion de oxigeno a través del gate E7 motr6 resultados muy interesantes. En primer
lugar se demostré que cuando la HisE7 estd hacia adentro (HIE), el oxigeno puede migrar
perfectamente hasta el sitio activo sin encontrar barrera alguna. Esto implica que el canal de acceso
no se encuentra bloqueado como originalmente se pensaba, o incluso como parecian indicar los
andlisis cualitativos de superficie, sino que por el contrario, practicamente no existe barrera alguna
para la migracién del oxigeno hasta el sitio activo. Por otro lado, cuando la HisE7 se encuentra
hacia afuera (HID, HIP), tampoco existen barreras energéticas para la migracion del oxigeno, pero
en este caso aparece un gran minimo de energia libre (~3 kcal/mol) que puede favorecer el ingreso
de los ligando actuando como reservorio.

Este trabajo se realiz6 en colaboracion con el Prof. Adridn Roitberg de la Universidad de
Florida, Estados Unidos, y se encuentra actualmente en preparacion y pronto a ser enviado para su

publicacion.
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Discusion:

Retomando la antigua discusion planteada por Perutz y continuada por Brunori, Olson y
otros en la actualidad, acerca de las via de ingreso de ligandos a la mioglobina, podemos afirmar
que el canal E7 es un canal accesible para el ingreso de ligandos, dado que en ningin caso existen
barreras para la migracion de ligandos, sin importar la posicion que tome la HisE7. Podemos
agregar ademds que cuando la HisE7 se encuentra hacia afuera, aparece un minimo de energia en el
perfil de migracién (a 5 A del Fe), que puede generar fenémenos de preconcentracién facilitando el
ingreso del oxigeno. Esto sucede en casos donde la His se encuentra protonada (HIP), o incluso
cuando se encuentra desprotonada (HID). Estos fendmenos de preconcentracién pueden pensarse
como una cinética de dos pasos, donde el ligando accede desde el solvente hasta dicho minimo, y
posteriormente desde este minimo al Fe. La velocidad de ingreso del segundo paso estard
determinada en gran medida por la concentracion de ligando que se encuentre en dicho minimo.

Por lo tanto, el movimiento de la HisE7 modifica el ingreso de los ligandos, pero no a partir
de barreras o bloqueos del canal, sino a partir de fenémenos de preconcentracién generado por un
minimo locales que surge cuando la HisE7 se encuentra hacia afuera.

Los resultados experimentales apoyan la idea de un canal que no presenta bloqueos para el
ingreso de ligandos, dado que el valor de la k,,0, de mioglobina es 10’ M s, uno de los valores
reportados mds altos para el ingreso de oxigeno. Este valor es similar al reportado para la Mt-trHbN
que presenta un canal de migracion de ligandos practicamente sin barreras.

Por otro lado, la k,,0, aumenta al disminuir el pHS, de acuerdo con nuestros resultados de la
histidina protonada (HIP). Sin embargo es interesante que este aumento no alcanza un orden de
magnitud, pasando desde 7 hasta 4,6 en la escala de pH. Esto muestra que si bien la protonacién de
la histidina “ayuda” al ingreso del oxigeno, no resulta imprescindible. Sino que por el contrario, si la
His se encuentra en los tautémeros HID y HIE, es suficiente para lograr una velocidad apreciable de
oxigeno en la mioglobina.

Respecto de los demds canales de migracion que podria tener esta proteina, nada podemos
decir al respecto. Nuestro objetivo se centré en estudiar uno de estos canales, y logramos demostrar
que efectivamente funciona como tal. Sin embargo no podemos descartar que esta proteina posea
mds de un canal para el ingreso/egreso de oxigeno.

Finalmente resulta interesante extrapolar estos resultados al caso de la hemoglobina, que si

bien es una proteina tetramérica con todos los efectos que la misma posee, su estructura terciaria es
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muy similar a la mioglobina, y es conocido que el ingreso de oxigeno se encuentra regulada por pH.
Un estudio detallado en esta proteina debe debe realizarse para poder concluir finalmente acerca de

las hipétesis planteadas por Perutz hace més de 50 afios.
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Capitulo 6. Hexacoordinacion endégena

Introduccidn:

Tal como fue mencionado en la Introduccién General, otro de los mecanismos que regulan la
afinidad por ligandos es la hexacoordinacién enddgena. En estos casos, un residuo de la proteina
ocupa la sexta posiciéon de coordinacién del Fe, compitiendo con el ligando externo. Existen
numerosos ejemplos de hexacoordinaciéon endégena en hemoproteinas ampliamente estudiados,
tales como la neuroglobina humana, en hemoglobinas de peces antérticos, y en algunos miembros
del grupo N de las Hemoglobinas Truncadas!?. En estos casos, el residuo responsable de la
hexacoordinacién es tipicamente la HisE7 en neuroglobina y hemoglobina, o la HisB10 en
Synechocystis sp (trHbN). La unién de la His al Fe(Il) se puede explicar en términos de donacién ¢

del ligando al metal y de retrodonacion 7 del metal al orbital ®* de la His. Cuando el metal se
encuentra en estado Felll, son tirosinas tipicamente las que se coordinan en lugar de histidinas. Sin
embargo, en ciertas hemoglobinas de peces antérticos, se encontraron histidinas unidas al Felll
formando un compuesto denominado hemicromo?.

Grupos colaboradores de la Universidad de Ndpoles dirigidos por Cinzia Verde y Guido di
Prisco encontraron en el genoma de la bacteria antirtica Pseudoalteromonas haloplanktis,
secuencias codificantes para tres Hemoglobinas Truncadas: dos de ellas pertenecen al segundo
grupo (O), y una de ellas pertenece al primero (N)*. La inactivacién de la primera de estas proteinas
(Ph-trHbO) en el microorganismo antartico produce una cepa mds sensible a elevadas
concentraciones de O,, H,O,, y NO, sugiriendo que la Ph-trHbO participa en mecanismos de estrés
oxidativo y nitrosativo’.

Resultaba muy interesante estudiar una proteina que cumple sus funciones cercanas a 0°C,
para comenzar a entender las diferencias que presentan las proteinas de organismos adaptados a la
temperatura. Grupos colaboradores realizaron estudios de Espectroscopia Raman, EPR, UV y
cinéticas de asociacion y disociacién de ligandos, que permitieron caracterizar esta proteina.

Todos los resultados coincidian en que esta proteina presentaba hexacoordinacién endégena
de bajo spin. Inclusive, los experimentos coincidian en que esta proteina tenia un comportamiento
nuevo, con dos conformaciones diferentes de hexacoordinacién endégena de bajo spin. Pero al no
existir un cristal de la proteina, la interpretacién de los resultados no resultaba sencilla. Un

alineamiento de secuencias que habia sido realizado por el grupo italiano, habia predicho que un
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residuo de His se localizaba en posicion CDI1, y que este seria el residuo responsable de la
hexacoordinacion endégena observada *. Sin embargo este tipo de alineamientos no se encontraba
acompafiado de modelos tridimensionales, ni de simulaciones de dindmica molecular que avalaran
dichas estructuras.

Decidimos, por lo tanto encarar el problema para mejorar la interpretacion de los resultados
experimentales. Comenzamos realizando varios alineamientos de secuencias, construimos modelos
por homologia y finalmente realizamos simulaciones de dindmica molecular clasica y cdlculos

cudnticos para estudiar la dindmica del sitio activo de esta proteina.

Herramientas bioinformaticas empleadas

Se realizaron alineamientos utilizando los programas Modeller ¢, BLAST 7, y ClustalX 8. Los
modelos se construyeron utilizando el programa Modeller, con los pardmetros provistos en los
programas por default. Todas las simulaciones se realizaron tal como fue explicado en Metodologia
general.

Para construir las estructuras hexacoordinadas, se realizaron simulaciones guiadas (MSMD)
hasta acercar la tirosina al Felll. Cuando la distancia entre la Tyr el Fe fue la esperada, se realiz6
una nueva simulaciéon de dindmica molecular afiadiendo al campo de fuerzas el enlace de
coordinacion entre la Tyr y el Felll. Realizamos este proceso para dos tirosinas: la TyrCD1-O" y
para la TyrB10-O alternativamente.

Se construy6 un sistema modelo conformado por un hemo simplificado con Felll bajo spin, el
imidazol correspondiente a la HisF8 proximal, y un metil-fenol que actia como tirosinato. Estos
célculos fueron realizados utilizando diferentes estructuras iniciales como punto de partida, donde
en todos los casos se alcanz6 la misma estructura de equilibrio final (Fig. 6.1). Este sistema modelo
sirvié como primera aproximacién para conocer la naturaleza estructural y electrénica del sistema
completo. Por otro lado, los pardmetros utilizados en las simulaciones clasicas (distancias de
equilibrio, dngulos de equilibrio, constantes de los potenciales armoénicos, cargas de los dtomos,
etc), fueron determinados a partir de dicho modelo, como fue explicado en Metodologia General.

Si bien la secuencia de Ph-trHbO reportada posee una extension de ~20 aminoécidos en su
extremo amino terminal, tenemos conocimiento de que los diferentes secuenciamientos realizados
mostraron diferentes resultados en muchos casos: algunas veces se encontraron solamente 12

aminodcidos, otras veces solamente 6, y hasta en ocasiones no se ha encontrado dicha extension.
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Por lo tanto, dado que no existe ain certeza de que el extremo N terminal se encuentre presente

en la proteina activa, todas las simulaciones fueron realizadas sin esta porcién de la proteina.

Figura 6.1.- Sistema modelo empleado para realizar los célculos cudnticos. Se observa el hemo
simplificado, el imidazol correspondiente a la HisF8 proximal, y un metil-fenol que actia como

tirosinato. Obsérvese el dngulo que forma el metil-fenol con el plano del hemo.

Resultados:

Diferentes alineamientos y modelos: Se realizaron diferentes alineamientos de secuencia, utilizando
diferentes miembros del grupo I y del grupo II de esta subfamilia. Se utlilizaron diferentes
programas como fue mencionado anteriormente, alcanzando muchos alineamientos diferentes. Los
resultados mostraron diferencias localizadas mayormente en el loopCD, que es una regién donde
Ph-trHbO posee una insercion de residuos en comparacion con sus homoélogas (Fig. 6.2). También

se encontraron diferencias en el loopGH, especialmente en el caso de la Mt-trHbO.
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Figura 6.2.- Superposicién del modelo de la Ph-trHbO, y el templado (Bs-trHbO) a partir del cual
fue construido. Se muestra el grupo hemo en amarillo, y se destaca el CDloop donde aparece la

insercion de 3 residuos que presente Ph-trHbO respecto de Bs-trHbO

De todas formas, el comtin denominador de estos alineamientos fue la presencia de una tirosina
en la posicién CDI, que difiere de la histidina que habia sido postulada por el grupo italiano para
ocupar esa posicion. Esta fue la primera evidencia de que el sitio activo era algo diferente del
postulado hasta el momento, y que la interpretacion de los experimentos podia estar tomando
caminos equivocados.

Sabiendo que la estructura se conserva mds que la secuencia, y teniendo en cuenta que los
diferentes cristales que existen para las proteinas de este grupo poseen estructura terciaria
(backbone) casi idéntica, decidimos construir modelos 3D a partir de cristales de las ampliamente
estudiadas por nuestro grupo Bs-trHbO y Mt-trHbO. Se utilizaron para estos modelos, los
alineamientos explicados en la seccion anterior, asi como también diferentes alineamientos sesgados
que fueron tomados de la literatura®, y de nuestro conocimiento de esta subfamilia de proteinas.
También se utiliz6, por supuesto, un alineamiento donde la His ocupaba la posiciéon CDI.

Para poder evaluar la estabilidad de los modelos y darle credibilidad a los mismos, realizamos
simulaciones de dindmica molecular de cada uno de los modelos construidos. Algunos modelos
comenzaron a desnaturalizarse en los primeros nanosegundos de simulacidn, evidenciando las fallas
en las estructuras generadas (véase la Fig. 8.7 del Apéndice). Teniendo en cuenta que la estructura

terciaria de estas proteinas estd altamente conservada, descartamos los modelos que perdian alguna
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de sus hélices principales, o que perdian la tipica estructura del sitio activo. Los modelos donde la
His se encontraba en la posicion CD1, perdieron la estructura tipica del sitio activo en los primeros
Sns de simulacion. Otros modelos, permanecieron estables a lo largo de la dindmica molecular, y en
algunos casos resultaron estructuralmente muy similares entre ellos. Por lo tanto, se utiliz6 uno de
estos modelos como estructura de partida para realizar 40ns de dindmica molecular clasica, y
comenzar a estudiar el sistema.

El modelo seleccionado para esta simulacion, fue obtenido utilizando B. subtilis trHbO como
molde, y alineando con cinco secuencias de trHb pertenecientes al grupo II de esta subfamilia, con
el programa ClustalX (Fig. 6.3). Las proteinas seleccionadas para realizar el alineamiento fueron:
Mycobacterium  tuberculosis ~ (Mt-ttHbO),  Bacillus  subtilis  (Bs-trtHbO),  Geobacillus
stearothermophilus (Gs-trHbO), Termobifida fusca (Tf-ttHbO) y Shewanella oneidensist (So-
trHbO). Las primeras cuatro presentan estructuras cristalograficas e incluso fueron simuladas
durante la presente Tesis, mientras que la ultima fue incluida en el alineamiento por poseer el
extremo N terminal similar al que posee Ph-trHbO. La identidad de secuencias entre estas proteinas

y la Ph-trHbO es: 34%, 37%, 34%, 33% and 39%, respectivamente.

B10 D1

P. haloplanktis - -MIKRLFSKSKPATIEQTPTPEKTPYEILGGEAGALATIANRFYDIMATDEYAKPLYDMH
S. oneidensis MNWLKKIFSKHTKVQDDRDPN- QSNAYDLIGGDKVIRAIANSFYQKMASSEETRALFAIH
T fusca = 0 e MTFYEAVGGEETFTRLARRFYEGVAADPVLRPMYPE-
M. tuberculosis - -ee-eeemeeaeiaoaon MPKSFYDAVGGAKTFDAIVSRFYAQVAEDEVLRRVYPE-
G. stearothermophilus - ------ccemmmmaaaaao EQWQTLYEAIGGEETVAKLVEAFYRRVAAHPDLRPIFP- -
B. subtilis = e eeeeeeeeeaaoo MGQSFNAPYEAIG-EELLSQLVDTFYERVASHPLLKPIFP- -
CONVERGENCE *o ok P S FE

F8 G8
P. haloplanktis PLPLDRIRQVFFEFLSGWLGGPDLFVAKHGHPMLRKRHMPFTIDQDLRDQWMYCHMN- - - K
S. oneidensis RAPIAESEQKLYEFLTGWLGGPQLYQQKYGHPALRARHMHFAVDEAMRDQWLFCMK- - -F
T. fusca - EDLGPAEERLRLFLMQYWGGPRTYSERRGHPRLRMRHFPYRIGAEERDRWLTHMR- - - A
M. tuberculosis - DDLAGAEERLRMFLEQYWGGPRTYSEQRGHPRLRMRHAPFRISLIERDAWLRCMHTAVA
G. stearothermophf!us - DDLTETAHKQKQFLTQYLGGPPLYTAEHGHPMLRARHLRFEITPKRAEAWLACHMR- - - A
B. subtilis -SDLTETARKQKQFLTQYLGGPPLYTEEHGHPML RARHL PFPTTNERADAWL SCMK- - -D
CONVERGENCE : T T Lok k|
P. haloplanktis TLDLEVDNPLLREGLKQSFGQLASHMINQH- - - - -
S. oneidensis AIEKHIKKPEHRAAIYEAISTLADHMRNQ- - - - - -
T. fusca AVDDLALPAHLEQQLWEYLVYAAYAMVNVPE- - - -
M. tuberculosis SIDSETLDDEHRRELLDYLEMAAHSLVNSPF- - - -
G. stearothermophilus AMDEIGLSGPAREQFYHRLVLTAHHMVNTPDHLD-
B. subtilis AMDHVGLEGEIREFLFGRLELTARHMVNQTEAEDR
CONVERGENCE HE .o : ¥ 0%

Figura 6.3.- Alineamiento entre la la Hemoglobina Truncada de P. haloplanktis y diferentes
miembros del grupo II de la misma subfamilia de proteinas. Se destacan posiciones conservadas:

B10, CD1, F8, G8.
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En este modelo los residuos conservados ocupan sus posiciones habituales: TrpGS8, TyrB10,
HisF8, LeuE1S5, LeuEll, TyrCDI, tal como fue propuesto por Wittenberg et al. ' y confirmado por
Vuletich® para el grupo II. Este modelo mostré una vez mas que el residuo localizado en la posicion
CDl1 es una tirosina (TyrCD1), mientras que la histidina postulada para encontrarse dicha posicion
se encuentra en la posicion CD4, con su cadena lateral hacia el solvente (Fig. 6.4). Esta histidina
pareceria tener ahora un rol casi despreciable respecto de los procesos que ocurren en el sitio activo,

mientras que la TyrCD1 se encuentra en una posicion crucial, cercano al dtomo de Fe .

Figura 6.4.- Detalle del sitio activo del modelo de Ph-trHbO luego de simulaciones de dindmica
molecular. En medio se destaca el grupo hemo, y alrededor los residuos del sitio activo: PheEl11,

TrpG8, TyrB10 y TyrCD1. También se muestra la hélice E (rojo), y la HisCD4.

Simulaciones de Dindmica molecular: Como mencionamos previamente el modelo mds estable fue
sometido a 40ns de Dindmica molecular cléasica, que fueron analizadas para encontrar el o los
posibles residuos involucrados en la hexacoordinacién enddgena. El modelo resultd ser estable
durante los 40ns de simulacion, como muestran los resultados de la desviacion cuadratica media

para este sistema (Fig. 6.5).
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Figura 6.5.- Desviacion cuadritica media (RMSD) del backbone (negro) o del total de la proteina

(rojo) a lo largo de la dindmica molecular para Ph-trHbO.

El andlisis de la dindmica del sitio activo de esta proteina mostré que TyrCD1 y la TyrB10
pueden acercarse al Fe lo suficiente como para poder formar un enlace de coordinacion con €l (Fig.
6.6). Dado que en este caso las simulaciones son cldsicas (donde, en principio, no es posible la
formacion de enlaces covalentes) la formacién del enlace entre las tirosinas y el Fe nunca se dar4.
Pero la simulacién nos muestra que la proteina posee la flexibilidad suficiente como para acercar los
residuos al hemo. El hecho de que en una simulacién clésica, un residuo se acerque hasta ~3 A del
atomo de hierro (Fig. 6.6 linea negra), es evidencia muy fuerte de una interaccion entre este residuo
y el Felll del hemo. Sumado a esto, las tirosinas fueron simuladas con el protén del oxhidrilo. Por lo
tanto, aun sin la carga del fenolato (que es la especie que finalmente se coordinard al Felll), las
tirosinas lograron acercarse al Fe.

Los resultados anteriormente descriptos son evidencia suficiente para postular a la TyrCD1 y

a la TyrB10 como responsables de la hexacoordinacion interna que presenta esta proteina, cuando se

encuentra oxidada (FellI).
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Figura 6.6.- Distancias entre el dtomo de Fe y los oxigenos de las TyrCD1 (negro) y TyrB10 (gris),

durante los 40ns de simulacion de dinamica molecular clasica.

Hexacoordinacion enddgena: Para confirmar si estas dos tirosinas pueden coordinarse al hemo, se
realizaron simulaciones donde se coordinaron alternativamente las dos tirosinas (TyrCD1 y TyrB10)
al atomo de Felll. Se realizaron 20ns de simulaciones de dindmica molecular de cada una de las
nuevas estructuras, para estudiar la estabilidad de las mismas. En ambos casos las tirosinas fueron
unidas en forma de tirosinatos, utilizando los parametros obtenidos de los cdlculos de mecénica
cuantica (Fig. 6.1). Tal como lo muestran los andlisis de RMSD (Fig. 6.7), ambas estructuras son
muy estables durante el tiempo de simulacidn, confirmando que ambas tirosinas pueden coordinarse
alternativamente al dtomo de Fe del grupo hemo.

Las simulaciones ofrecieron informacién adicional acerca de la estructura dindmica del sitio
activo: cuando la TyrCD1 se coordina al Fe, el TrpG8 forma un puente de H con ella, mostrando una
vez mds la importancia de este residuo en esta subfamilia de proteinas (Fig. 6.8). Por otro lado,
cuando la TyrB10 se coordina al Fe, se observa una interesante red de puentes de H entre el TrpG8,
la TyrCD1 y la TyrB10 coordinada (Fig. 6.9).

Ambas tirosinas coordinadas (Felll-TyrCD1 y Felll-TyrB10) presentan entornos diferentes,

que generan dos conformaciones bien diferenciadas.
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Figura 6.7.- Desviacién cuadratica media (RMSD) de la cadena principal (negro) o del total de la

proteina (rojo) a lo largo de la DM para los diferentes sistemas: a) Ph-trHbO con la TyrCD1

coordinada al Fe. b) Ph-trHbO con la TyrB 10 coordinada al Fe.
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Figura 6.8.- a) Estructura del sitio activo de la Ph-trHbO cuando la TyrCD1 se coordina al Fe. b)

Distancias entre el hidrégeno del Ne del TrpG8 y el oxigeno hidroxilico de la TyrCD1 (negro), y el
hidrégeno hidroxilico de la TyrB10 y el oxigeno hidroxilico de la TyrCD1 (rojo).
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Figura 6.9.- a) Estructura del sitio activo de la Ph-trHbO cuando la TyrB10 se coordina al Fe. Se
observa el pte de H entre la TyrB10, el TrpGS8 y la TyrCDI1. b) Distancias entre los ptes de H que se
forman entre la TyrB10 y el TrpG8 (negro), la TyrB10 y la TyrCDI1 (rojo), y el TrpG8 con la

TyrCD1, durante la escala de tiempo de la simulacién.

Conclusion:

Los resultados de las simulaciones se encuentran fuertemente de acuerdo con los resultados
experimentales de UV, Raman Resonante, EPR y cinéticos, donde se observan dos poblaciones
diferentes de hexacoordinacién endogena de bajo spin. En particular los resultados de la
espectroscopia Raman Resonante reconocen la presencia de R-O°, como responsables de la doble
hexacoordinacion, que coincide con nuestra propuesta de TyrB10 y TyrCD1 coordinadas al Felll

con diferente entornos en cada caso. Por lo tanto, las simulaciones junto con los resultados
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experimentales, realizados por los grupos colaboradores, permiten concluir que ambas tirosinas
(TyrCD1 y TyrB10), participan alternativamente de la hexacoordinacion endégena que experimenta
esta proteina psicrofila cuando se encuentra en estado férrico. Ambos residuos presentan diferente
entorno cuando se encuentran coordinados, lo que permite explicar las dos conformaciones que se
observan en los resultados experimentales.

Esta proteina tiene particularidades respecto de las demds Hemoglobinas Truncadas
estudiadas. Por un lado, es la primera hemoproteina reportada que presenta alternativamente dos
residuos capaces de formar hexacoordinacién endégena, y por el otro posee una anorme flexibilidad
en los residuos del sitio activo, que le permite acercar las tirosinas alternativamente al hemo. Esta
dltima caracteristica ha sido ampliamente reportada para proteinas pertenecientes a organismos
adaptados a las temperaturas extremas.

El siguiente articulo, donde se encuentran todos los resultados explicados en el presente

capitulo, fue publicado en conjunto con los resultados experimentales:

- Howes BD, Giordano D*, Boechi L* Russo R, Mucciacciaro S, Ciaccio C, Sinibald F, Fittipaldi M, Marti
MA, Estrin DA, di Prisco G, Coletta M, Verde V, and Smulevich G. The Peculiar Heme Pocket of the 2/2
Hemoglobin of Antarctic cold-adapted Pseudoalteromonas haloplanktis TAC125. JBIC. 2010 16(2):299-
311.

*These authors contributed equally to this work

Discusion:

Es bien conocido que en los casos donde no existe gran cantidad de inserciones o deleciones
en la secuencia, la estructura de los modelos depende casi exclusivamente del alineamiento. Aun
ligeras modificaciones en el alineamiento de algunos residuos modifica drdsticamente el modelo.
En nuestro caso, cambios sutiles en los alineamientos de secuencia, generaron modelos ligeramente
diferentes, pero que posefan comportamientos completamente diferentes en las simulaciones de
dindmica molecular. El cambio en la posicién de un residuo en el alineamiento, significé que la
proteina pierda estabilidad en los primeros nanosegundos de simulacién, o que permnezca 40ns
estable.

Por todo esto, consideramos que diferentes alineamientos deben ser realizados, utilizando la

bibliografia y el conocimiento propio que se tiene de la familia de proteinas a modelar, ademés de
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los resultados que arrojan los programas. Ademds de esto, creemos que la construccién de modelos
3D y simulaciones de dindmica molecular debe realizarse para confirmar los resultados de los
alineamientos, y asi concluir respecto de la estructura del sitio activo de una determinada proteina.
Si bien no se ha entrado en detalle sobre los diferentes alineamientos, modelos y
simulaciones realizadas, la cantidad todal de simulaciones realizada ha sido elevada. La
construccion de un buen modelo tridimensional resulta costosa computacionalmente, pero los

tiempos se aceleran si uno posee un amplio conocimiento del sistema a modelar.

Referencias:

1. Lecomte JTJ, Vu BC, Falzone CJ. Structural and dynamic properties of Synechocystis sp. PCC
6803 Hb revealed by reconstitution with Zn-protoporphyrin IX. J. Inorg. Biochem.
2005;99(8):1585-1592.

2. Vergara A, Franzese M, Merlino A, et al. Structural Characterization of Ferric Hemoglobins from
Three Antarctic Fish Species of the Suborder Notothenioidei. Biophys J. 2007;93(8):2822-2829.

3. Pesce A, De Sanctis D, Nardini M, et al. Reversible hexa- to penta-coordination of the heme Fe
atom modulates ligand binding properties of neuroglobin and cytoglobin. [UBMB Life. 2004;56(11-
12):657-664.

4. Giordano D, Parrilli E, Dettai A, et al. The truncated hemoglobins in the Antarctic psychrophilic
bacterium Pseudoalteromonas haloplanktis TAC125. Gene. 2007;398(1-2):69-77.

5. Parrilli E, Giuliani M, Giordano D, et al. The role of a 2-on-2 haemoglobin in oxidative and
nitrosative stress resistance of Antarctic Pseudoalteromonas haloplanktis TAC125. Biochimie.
2010;92(8):1003-1009.

6. Sali A, Blundell TL. Comparative protein modelling by satisfaction of spatial restraints. J. Mol.
Biol. 1993;234(3):779-815.

7. Tatusova TA, Madden TL. BLAST 2 Sequences, a new tool for comparing protein and nucleotide
sequences. FEMS Microbiol. Lett. 1999;174(2):247-250.

8. Thompson JD, Gibson TJ, Plewniak F, Jeanmougin F, Higgins DG. The CLUSTAL_X windows
interface: flexible strategies for multiple sequence alignment aided by quality analysis tools. Nucleic

Acids Res. 1997;25(24):4876-4882.

9. Vuletich DA, Lecomte JT. A Phylogenetic and Structural Analysis of Truncated Hemoglobins. J
Mol Evol. 2006;62(2):196-210.

125



10. Milani M, Pesce A, Nardini M, et al. Structural bases for heme binding and diatomic ligand
recognition in truncated hemoglobins. J. Inorg. Biochem. 2005;99(1):97-109.

11. Wittenberg JB. Truncated Hemoglobins: A New Family of Hemoglobins Widely Distributed in
Bacteria, Unicellular Eukaryotes, and Plants. Journal of Biological Chemistry. 2001;277(2):871-

874.

126



Capitulo 7. Conclusiones Generales

Las herramientas computacionales han mostrado ser muy poderosas para comprender
fendmenos microscopicos. Por un lado, permiten interpretar mejor los resultados experimentales
para comprender microscopicamente los fendmenos observados, y por el otro, permiten predecir
resultados de forma veloz y confiable.

En nuestro caso llegamos a conocer el rol de residuos criticos altamente conservados en esta
familia. Inclusive, pareceria posible realizar ciertas mutaciones puntuales para quitarle o darle una
determinada funcién a una proteina de esta familia. Claro que seria necesario en estos casos, realizar
mediciones experimentales in-vitro, y sobre todo in-vivo de estas proteinas mutantes.

Los célculos de energia de unién nos ensefiaron que es necesario acudir inicialmente a
célculos de dindmica molecular de forma de mapear el espacio de configuraciones de la proteina,
para poder evaluar todas las conformaciones posibles, y asi sacar conclusiones adecuadas.

Hemos mostrado ademds, que la combinacién de simulaciones computacionales y
experimentos biofisicos, es sumamente ttil para alcanzar el grado de detalle y credibilidad
necesarios en la ciencia actual.

Por otro lado, al estudiar diferentes miembros de una misma familia, es posible alcanzar una
vision mds global de la estructura, dindmica y reactividad de estas proteinas. Sabiendo que la
estructura se encuentra altamente conservada en miembros de la misma familia, resulta crucial tener
un s6lido conocimiento acerca del conjunto, para poder extrapolar cuidadosamente los fenémenos
encontrados en uno de sus miembros, al resto de la familia.

El objetivo final de la presente tesis ha sido contribuir a la comprension de las bases
moleculares que operan en las globinas, para llegar a comprender algin dia los mecanismos que
regulan la reactividad en todas las proteinas. El contraste de nuestras simulaciones con resultados
experimentales, nos permitid alcanzar un mayor grado de confiabilidad en los resultados obtenidos,

asi como poner a prueba los modelos utilizados para continuar mejorandolos continuamente.

127



128



Capitulo 8. Apéndice.

Convergencia de las simulaciones clasicas:

Una forma de evaluar la estabilidad de los sistemas sometidos a simulaciones clasicas,
consiste en evaluar las fluctuaciones medias del sistema (RMSD) en funcién del tiempo de
simulacién. Tipicamente este pardmetro alcanza valores de entre 1-2 A durante la fase de
termalizacion y equilibracidn, y en caso de mantenerse sin demasiadas fluctuaciones alrededor de
ese numero, diremos que la simulacién es estable. Las figuras 8.1, 8.2, 8,3 y 8.4 muestran los

RMSD para la Bs-trHbO, Tf-trHbO con HS", Tf-trHbO con F’, y mioglobina respectivamente.
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Figura 8.1.- RMSD de backbone de la Bs-trHbO en funcién del tiempo de simulacién (20ns).

Arriba: proteina wild type carboxigenada. Abajo: proteina wild type oxigenada.
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Figura 8.2.- RMSD del backbone de la Tf-trHbO con SH™ coordinado al Felll en funcién del
tiempo de simulacién (20ns). Las simulaciones corresponden a la proteina wild type (negro), y a
diferentes proteinas mutantes: TyrB10->Phe (rojo), TrpG8->Phe (verde), TrpG8->Phe/TyrCDI1-
>Phe (azul), y TrpG8->Phe/TyrCD1->Phe/TyrB 10/Phe (marrén)
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Figura 8.3.- RMSD del backbone de la Tf-trHbO con F* coordinado al Felll en funcién del tiempo

0

de simulacién (30ns). Las simulaciones corresponden a la proteina wild type (negro), y a

diferentes proteinas mutantes: TyrB10->Phe (rojo), TrpG8->Phe (verde), TrpG8->Phe/TyrCD1-
>Phe (azul), y TrpG8->Phe/TyrCD1->Phe/TyrB10/Phe (marrén)
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Figura 8.4.- RMSD del backbone de la mioglobina en funcién del tiempo de simulacién (50ns),
con la HisE7: a) en su tautémero €, b) con el tautémero §, ¢) con la HisE7 protonada, y d) la

mutante Aspl42->Ala.

Perfiles de energia libre:

Una forma de mostrar la convergencia de los resultados de los perfiles de energia libre
utlilizando el método de Jarzynski consiste en realizar promedios seriados de los diferentes trabajos
(W) obtenidos. Se realiza el promedio de Jarzinski sobre 5 trabajos escogidos al azar, luego sobre
10, luego sobre 15, y asi hasta obtener convergencia. Se ejemplificard con el caso de Bs-trHbO wild
type (Fig. 8.5) y la Bs-trHbO mutante GInEl1->Leu (Fig. 8.6), a través del canal largo de esta

proteina.
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Figura 8.5.- Promedios de Jarzynski para trabajos (W) correspondientes a la migracién de oxigeno
a través del canal largo en la Mt-trHbO wild type. Arriba: desde 16A hasta 12A. Medio: desde
12A hasta 8A. Abajo: desde 8A hasta 4A. Se promediaron 5 (gris), 10 (marrén), 15 (amarillo), 20

(azul), 25 (verde), 30 (rojo), o 35 (negro) trabajos en cada caso.
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Figura 8.6.- Promedios de Jarzynski para trabajos (W) correspondientes a la migracién de oxigeno
a través del canal largo en Mt-trHbO mutante GInE11->Leu. Arriba: desde 11A hasta 8A. Abajo:
desde 8A hasta 4A. Se promediaron 5 (gris), 10 (marrén), 15 (amarillo), 20 (azul), 25 (verde), 30

(rojo), o 35 (negro) trabajos en cada caso.
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Parametros utilizados en las simulaciones clasicas:

Sistema Atomo Carga (¢)
His-Hem(Fell)-O, FE 0,37
Ol -0,17
02 * -0,34
His-Hem(Fell)-CO FE 0,25
C 0,28
O -0,23
His-Hem(Felll)-SH FE 0,37
SH -0,24
HS 0,08
His-Hem(Felll)-F FE 0,21
F -0,36
His-Hem(Felll)-TyrO™ |Fe 0,05
O -0,24

* 02 corresponde al dtomo de O mds lejano al hemo.

Sistema Atomos involucrados | Angulo de equilibrio (°) | Constante (kcal/mol rad?)
His-Hem(Fell)-O, FE-O-O 121 35

His-Hem(FelIl)-CO FE-C-O 180 35

His-Hem(Felll)-SH™ | FE-S-H 100 36.5

His-Hem(Felll)-F N*-FE-F 90 44

His-Hem(Felll)-TyrO™ | Fe-O-C 133 20

* El dtomo N pertenece a los pirroles del hemo que coordinan al Fe.
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Simulaciones de los diferentes modelos de Ph-trHbO:

Al
Al
og |
Mol 5 M

It

0.4

0.8

1,2

Time (ns)

Figura 8.7.- RMSD del backbone de la Ph-trHbO en funcién del tiempo de simulacién. En
diferentes colores se muestran los diferentes modelos construidos. Si bien el tiempo simulado fue

diferente para cada modelo, el grafico se truncé en 1,8ns para lograr mayor claridad.
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Actividades complementarias

Paralelamente al trabajo de tesis, se llevaron a cabo otros proyectos de investigacion que no
fueron presentados en los capitulos anteriores, por exceder al plan de trabajo propuesto. Sin
embargo, dado que todos ellos contribuyeron a mi formacién profesional, considero importante

mencionarlos aunque sea de forma breve.

Otras publicaciones

- Moreno DM, Marti MA, De Biase PM, Estrin DA, Demicheli V, Radi R, and Boechi L* Exploring the
molecular basis of human manganese superoxide dismutase inactivation mediated by tyrosine 34
nitration Arch. Biochem Biophys 2010. (En prensa)

* Corresponding Author

- Boechi L, Marti MA, Vergara A, Sica F, Mazzarella L, Estrin DA, Merlino A. Protonation of Histidine 55
affects the oxygen access to heme in the alpha chain of the Root effect hemoglobin from the Antarctic
fish Trematomus bernacchii. IUBMLife 2011 (En prensa)

- Boron I, Russo R, Boechi L, Cheng C, Di Prisco G, Verde C, Estrin DA, Nadra A. Structure and dynamics
of Antarctic fish neuroglobin assessed by computer simulation. /[UBMLife 2011 (En prensa)

- Giordano D, Boechi L, Vergara A, Marti MA, Samuni U, Dantsker D, Grassi L, Estrin DA, Friedman JM,
Magzzarella L, di Prisco G, Verde C. The hemoglobins of the sub-Antarctic fish Cottoperca gobio, a
phyletically basal species oxygen-binding equilibria, kinetics and molecular dynamics. FEBS J.
2009;276(8):2266-77.

- Droghetti E, Nicoletti FP, Bonamore A, Boechi L, Arroyo Mariez P, Estrin DA, Boffi A, Smulevich G, and
Feis A. Heme pocket structural properties of a bacterial truncated hemoglobin from Thermobifida
Jusca. Biochemistry. 2010. 14;49(49):10394-402.

- Forti F, Boechi L, Estrin DA, Marti MA. Combining Implicit ligand sampling (ILS) with Multiple
Steered Molecular Dynamics (MSMD) to study ligand migration processes in heme proteins JCC 2011
(En prensa)

- Forti F, Boechi L, Bikiel D, Marti MA, Nardini M, Bolognesi M, Estrin DA and Luque FJ. Small molecule
migration in Methanosarcina Acetivorans Protoglobin: Effect of ligand binding and quaternary
structure (Enviado a Proteins)
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Revisiones:

Junto con miembros de nuestro grupo y de grupos colaboradores, se escribieron algunas
revisiones (review) que se listan a continuacion:

- Arroyo-Mariez P, Bikiel D, Boechi L, Capece L, Di Lella S, Marti MA, Moreno DM, Nadra A, Petruk A and
Estrin D. Proteins dynamics and ligand migration interplay as studied by computer simulation.
Biochem. Biophys Acta. 2010 (En prensa)

- Arroyo-Mariez P, Boechi L, Bikiel D, Capece L, Nadra AD, Forti F, Bidon-Chanal A, Luque FJ, Marti MA,
and Estrin DA. Structure, Dynamics, and Reactivity of Heme-Proteins from the Globin Superfamily

Investigated through Computer Simulation. A chapter in Hemoglobin: Recent Developments and Topics.
2010 (En prensa)

- Bikiel DE, Boechi L, Capece L, Crespo A, De Biase PM, Di Lella S, Gonzalez Lebrero MC, Marti MA,
Nadra AD, Perissinotti LL, Scherlis DA, Estrin DA. Modeling heme proteins using atomistic simulations.
Phys Chem Chem Phys. 2006,8(48):5611-28.

- Marti MA, Crespo A, Capece L, Boechi L, Bikiel DE, Scherlis DA, Estrin DA Dioxygen affinity in heme
proteins investigated by computer simulation. J Inorg Biochem. 2006, 100(4):761-70.

Mediciones experimentales de constantes cinéticas:

A partir de las investigaciones realizadas con grupos experimentales extranjeros, se decidié a
realizar experimentos cinéticos de estas proteinas. Inicialmente, y para evaluar las potencialidades
de los equipos a utilizar y de los usuarios involucrados, realizamos mediciones cinéticas conocidas,
como las cinéticas de k,,0;, k,;0.y k,,CO de mioglobina de corazén de caballo (HH Myoglobin).
Las mediciones fueron realizadas en el equipo de Flash Fotdlisis del INQUIMAE/DQIAyYFQ bajo la
direccion del Prof. Pedro Aramendia, y también en el equipo de Stopped Flow del grupo de Rafael
Radi de la Universidad de la Reptiblica, en la ciudad hermana de Montevideo-Uruguay.

Los resultados encontrados resultaron ser muy similares a los reportados en la bibliografia
(Tabla 1), por tal razén decidimos avanzar en el estudio de mediciones de Mt-trHbN mutantes que
fueron sintetizadas por grupos colaboradores de la Universidad de Chandigard, India y de la

Universidad de Sheffield, Inglaterra.
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Tabla 1.- Mediciones de constantes cinéticas realizadas en equipos de Stopped Flow y
Flash Fotoélisis a 20°C y pH=7.4 de mioglobina de corazén de caballo comercial (HH
Myoglobin). Se presentan los valores medidos de la proteina wild type junto con los
valores reportados en la bibliografia .

HH Myoglobin Medido Reportado

kon O; (M 57) 1,1 107 1,7 10

ko, CO (M s) 8,1 10° 51 10°

ko O2(s7) 15 15

p50 O 0,911 10°M 1,364 10° M.*

* El valor de p50 reportado fue estimado desde pS0=1/K ;=K /kon

Si bien los resultados son ain muy preliminares, los mismos estarian mostrando que
mutaciones en el Canal Largo de 1a Mt-trHbN no afectan el ingreso del ligando en la proteina (Tabla
2). Este resultado es consistente con los resultados reportados durante los tltimos afios donde se ha

demostrado que el oxigeno ingresa a través del Canal Corto G8 de esta proteina 2.

Tabla 2.- Mediciones cinéticas de rebinding de CO realizadas en un equipo de Flash Fotdlisis a
20° y pH=7,4 de la proteina Mt-trHbN. En las diferentes mutantes medidas el residuo critico del
Canal Largo (PheE15) fue reemplazado por residuos de diferente tamaio: Ala, Ile y Tyr. Se

muestra el valor reportados en la bibliografia para la proteina wild type !

HH Myoglobin

k,, CO (M’ s') medida

k., CO (M' s) reportada

Mt-trHbN wt

1,08 10’

0,675 10’

Mt-trHbN PheE15->Ala

0,51 10— 0,68 10" *

Mt-trHbN PheE15->1le

0,49 10’

Mt-trHbN PheE15->Tyr

0,48 10— 0,56 107 *

*Los dos valores corresponden a dos mediciones independientes.

Bibliografia

1. Milani M, Pesce A, Nardini M, et al. Structural bases for heme binding and diatomic ligand
recognition in truncated hemoglobins. J. Inorg. Biochem. 2005;99(1):97-109.

2. Bidon-Chanal A, Marti MA, Crespo A, et al. Ligand-induced dynamical regulation of NO
conversion in Mycobacterium tuberculosis truncated hemoglobin-N. Proteins. 2006;64(2):457-464.
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Estudiantes dirigidos:

Junto con el Prof. Dario Estrin, participé de la direccion de algunos estudiantes de
Licenciatura. El primero de ellos, Juan Pablo Bustamante, realizé su tesis a distancia mientras
concluia sus estudios de Lic. en Bioinformética de la Universidad Nacional de Entre Rios. Con gran
esfuerzo de ambos lados, logramos llevar a cabo su formacion, y concluir satisfactoriamente su tesis
de licenciatura que fue defendida el 26 de noviembre de 2010 en la ciudad de Oro Verde.

El segundo estudiante es Fernando Martin Boubeta, que se encuentra actualmente cursando
la Lic en Quimica en la FCEyN. Fernando ha participado en el articulo sobre las especies de
sulthidrico del capitulo 2, y en estos momentos se encuentra cursando el “Laboratorio de quimica”
en el DQIAyQF de la FCEyN-UBA.

Por otro lado, participé de diferentes actividades de divulgacion dentro de la facultad, como
la Semana de las Ciencias, Talleres de Quimica y Experiencias Didécticas. El objetivo fundamental
es lograr que estudiantes de escuelas secundarias se interesen por carreras cientificas. Una alumna
de estas experiencias, Agustina Petruccelli, realizé una pasantia de 3 meses bajo mi direccion, y en

estos momentos se encuentra cursando exitosamente la Licenciatura en Ciencias Quimicas de la

FCEyN.

Divulgacién de los resultados obtenidos:

Los resultados obtenidos en la presente tesis fueron presentados en forma de pdsters o
presentaciones orales en una gran cantidad de conferencias nacionales e internacionales. En
algunos casos los resultados se comunicaron en seminarios dictados por invitacion, que se listan a

continuacion:

Universita degli studi di Firenze. “Simulazione computazionale della reattivita chimica in
emoproteine”. Julio 2009. Florencia, Italia. (Seminario para estudiantes de doctorado)

Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC). “Simulaciones Computacionales en
hemoproteinas”. Septiembre 2009. Bogotd, Colombia.

Universidad de Entre Rios. “Simulaciones computacionales de hemoproteinas”. Septiembre 2009.
Parand, Argentina.

University Roma Tre “Structure and dynamics of TrHb investigated through Computer
Simulation”. Septiembre 2010. Roma Italia. (Seminario para estudiantes de doctorado)
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