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1. Abstract

There are compounds in nature capable of producing the bioluminescence phenomenon, which
consists of the emission of a photon as a result of a chemical reaction between a chromophore and an
enzyme. D-luciferin is a chromophore, which can be found in some firefly species, that has attracted
researchers' attention due to its properties. A wide variety of applications have been developed in the
field of biomedicine for the luciferin/luciferase system, including tissue bioimaging, which is one of
the most promising applications. The development of bioluminescence applications requires the study
of the chromophores in order to control their emission wavelength.

This work examines the interactions between the protein environment and the oxyluciferin emitter,
specifically using the oxyluciferin-keto (-1) tautomer. The goal is to identify the amino acids that
interact most with the cromophore, in order to potentially mutate them in the future to modulate the
emission wavelength. To do so, a computational simulation of the system was evolved by classical
Molecular Dynamics (MD) in the first state. Then, the binding free energy between the enzyme and
the substrate was computed using the Molecular Mechanics with Generalized Born Surface Area
(MMGBSA) method by selecting different frames by two different methods. The first protocol
computes the binding free energy by considering a large number of equidistant geometries along the
trajectory, while the second protocol groups the trajectory geometries into clusters, based on the
similarity of the chromophore structure, and calculates a representative geometry for each cluster for
which the free energy of interaction is computed.

The importance of the protein environment is studied by decomposing the binding free energy into
individual contributions from each amino acid, considering those residues that are in contact with
oxyluciferin more than 5% of the time along the trajectory. In this way, the amino acids with the
greatest energy contribution were identified, and the interactions between the amino acid and the
chromophore were characterized. Finally, by using mixed Quantum Mechanics/Molecular Mechanics
(QM/MM) calculations, in which the QM region was described by Time-Dependent Density
Functional Theory (TD-DFT), the emission spectrum of the oxyluciferin/luciferase system was

calculated, showing a good agreement with the experimental one.

In future studies, mutations of the amino acids with the highest contribution to the binding free energy
can be analyzed to study the effect on the emission spectrum. The ideal goal would be to achieve a
bathochromic shift of the emitted wavelength so that it is in line with the transparency window in

mammalian tissues and improves performance in bioimaging applications.



2. Resumen

Existen compuestos en la naturaleza capaces de producir el fenomeno de bioluminiscencia, que
consiste en la emision de un fotdn como resultado de una reaccidon quimica entre un croméforo y una
enzima. La D-lucicerina es un cromdéforo, que se puede encontrar en algunas especies de luciérnagas,
que ha atraido la atencion de los investigadores debido a sus propiedades. Se han desarrollado una
gran variedad de aplicaciones en el campo de la biomedicina para el sistema D-luciferina/luciferasa,
siendo la aplicacion en bioimagen de tejidos una de las aplicaciones mas prometedoras. El desarrollo
de aplicaciones de la bioluminiscencia requiere el estudio de los cromo6foros empleados para modular

su longitud de onda de emision.

Este trabajo estudia las interacciones entre el entorno proteico y la oxiluciferina en el primer estado
excitado, concretamente usando el tautdémero oxiluciferina phenolato-ceto (-1). El objetivo es
determinar los aminoacidos que mas interaccionan con la oxiluciferina, para, en un futuro, realizar
mutaciones sobre ellos para modular la longitud de onda de emision. Para ello, se realizd una
simulacion computacional del sistema sobre la que se han realizado calculos de Dindmica Molecular
clasica (MD) en el primer estado excitado. Después, se calculd la energia libre de interaccion entre la
enzima y el sustrato utilizando el método Molecular Mechanics With Generalized Born Surface Area
(MMGBSA), seleccionando diferentes geometrias mediante dos protocolos distintos. El primer
protocolo computa la energia libre de interaccion usando un gran nimero de geometrias equidistantes
a lo largo de la trayectoria, mientras que en el segundo protocolo se agrupan las geometrias de la
trayectoria en clisteres, bajo el criterio de similitud estructural del croméforo, sobre los que se calcula

una geometria representativa de cada uno que se usan para calcular la energia libre de interaccion.

La importancia del entorno proteico se estudia mediante la descomposicion de la energia libre de
interaccion en contribuciones individuales de cada aminodcido, teniendo en cuenta aquellos residuos
que pasan mas de un 5% del tiempo en contacto con el cromoforo a lo largo de la trayectoria. De esta
forma se ha podido identificar los aminoacidos con mayor contribucioén energética y caracterizar las
interacciones que se dan entre cada aminoacido y el cromoforo. Finalmente, se realizaron calculos
mixtos de Mecanica Cuantica y Mecanica Molecular (QM/MM), donde se us6 la Teoria del Funcional
de la Densidad Dependiente del Tiempo (TD- DFT) para describir la region QM, para el espectro de

emision del sistema oxiluciferina/luciferasa, el cual concuerda con el espectro experimental.

En el futuro, se pueden analizar mutaciones de los aminodcidos mas contribuyentes a la energia libre
de interaccion con el fin de estudiar el efecto que tendria en el espectro de emision. Lo ideal seria
conseguir un desplazamiento batocromico de la longitud de onda emitida, de forma que esté acorde

con la ventana de transparencia en tejidos de mamiferos y mejore el rendimiento en bioimagen.
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3. Introduccion

La bioluminiscencia es un proceso bioldgico mediante el cual organismos vivos son capaces de emitir
energia en forma de luz visible. Este proceso de emision es el resultado de una reaccion quimica que
tiene lugar dentro del organismo, y que generalmente implica la oxidacion de un sustrato denominado
luciferina por una enzima llamada luciferasa. El color que se visualiza depende de la energia del foton

emitido, lo cual varia dependiendo del organismo y el sistema luciferina/luciferasa que éste utilice.[!!

Hasta la fecha se ha determinado la estructura de nueve luciferinas,!!! de las cuales el ejemplo mas
representativo corresponde a la D-luciferina (Figura 1a), molécula que podemos encontrar en insectos
como la luciérnaga norteamericana (Photinus pyralis), escarabajos, como el escarabajo chasqueador
(Pyrophorus plagiophthalamus) y otro tipo de insectos como el gusano ferroviario (Phrixothrix
hirtus). Otros cromoéforos bioluminiscentes son la coelenteracina (Figura 1b) y la cypiridina
luciferinal® (Figura 1c), ambos son tripéptidos modificados capaces de emitir en la region de luz azul
(entorno a los 490 nm). Dichas moléculas se encuentran en la mayoria de los organismos marinos que
presentan bioluminiscencia. También existen otros organismos capaces de sintetizar luciferinas como
el krill y los organismos dinoflagelados, ademas de los hongos con luciferina fungical®! (Figura le) y

bacterias con luciferina bacteriana (Figura 1d).
O, M ony
OH NH N
I NN CH,
e W S =N
a8 @ -
N2 HN
7\ Yo
S . d) Luciferina bacteriana
| o

N

e H >\‘ NH, OH

HN
b) Coelentracina c) Cypiridina luciferina | R~ OH
SN N_ -COOH e
\JC[ Y~ T 5
HO &8 S OH
a) D-luciferina e) Luciferina fingica

Figura 1. Representacion de distintos cromoforos: a) Coelentracina b) D-luciferina c¢) Cypiridina

luciferina d) Luciferina bacteriana e) Luciferina fungica.!!

Pese a la gran cantidad de posibles aplicaciones que tienen estos sistemas, las luciferinas naturales en
disolucion presentan la posibilidad de dimerizacion en presencia de un medio basico, lo que puede
afectar a la reaccion de bioluminiscencia.”! Ademas, para el uso en aplicaciones de bioimagen de

tejidos de mamiferos la luz que mejor penetra los tejidos bioldgicos se encuentra en la region del rojo
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(entorno a los 750 nm) y del infrarrojo cercano, por lo que es un inconveniente que la longitud de
onda de emision de las luciferinas naturales se encuentre en la region del espectro visible del verde-
amarillo (520-580 nm). Es por estas cuestiones que se han llevado a cabo estudios con luciferinas
sintéticas con el objetivo de aumentar su estabilidad y desplazar la emision de luz hacia el rojo. Las
aminoluciferinas fueron los primeros derivados sintéticos de la D-luciferina,®! los cuales se
sintetizaron cambiando el grupo hidroxilo en el carbono 6’ en el fragmento de benzotiazol (ver Figura
l1a). Se ha comprobado que la adicion del grupo amino no conlleva la pérdida de la bioluminiscencia;
ademas, la emision de luz sufre un desplazamiento hacia longitudes de onda mayores respecto a la
D-luciferina natural.[! Si bien en un principio se pensé que la presencia del grupo benzotiazol era
esencial para que la bioluminiscencia tuviera lugar, hay estudios que muestran que son posibles las
modificaciones de dicho fragmento. Esto ha llevado a la investigacion de derivados de la D-luciferina
con distintos sistemas aromaticos,!”) que ha llevado al descubrimiento de cromoforos que emiten en
el rango desde el azul hasta el rojo en funcion de la longitud de la cadena m conjugada. Por ejemplo,
en derivados de cumarina y quinoleno®! se observan desplazamientos hipsocrémicos (desplazamiento
hacia menor longitud de onda) y batocrémicos (desplazamiento hacia mayor longitud de onda)

respectivamente en la frecuencia del foton emitido.

Las luciferasas son las enzimas que catalizan las reacciones que producen la bioluminiscencia, y en
ellas también se encuentra una gran variabilidad. En la naturaleza, encontramos tres grandes
familias!®! de insectos capaces de producir luciferasas naturales que interactiian con la D-luciferina
produciendo la emision de luz. Por un lado, esté la luciferasa de las luciérnagas, que ademas fue la
primera en ser descubierta en la especie de luciérnaga norteamericana (Photinus pyralis),
perteneciente a la familia Lampyridae. Esta luciferasa es capaz de interactuar con la D-luciferina
emitiendo luz entre los 540-570 nm, correspondiéndose a colores verdes amarillentos.™ Por otro lado,
se encuentra la luciferasa de los escarabajos chasqueadores (como el Pyrophorus plagiophthalamus)
de la familia Elateridae, cuya emision de luz abarca el rango de los 540 a 600 nm encontrando una
gama de colores desde el verde hasta el naranja.l>®! Por tltimo, los gusanos ferroviarios (como el
Phrixothrix hirtus) constituyen la tercera familia, denominada Phengodidae, capaz de sintetizar una
luciferasa natural. El rango de emision de luz de dicha luciferasa se encuentra entre los 540 nm (verde)

y los 630 nm (r0jo)."]

Como se puede observar en la Figura 2, en el entorno enzimatico la D-luciferina (1) reacciona con
adenosin trifosfato (ATP), resultando en una molécula de luciferil adenilato (2), siendo éste un
intermedio importante del mecanismo de bioluminiscencia, a partir del cual se pueden seguir dos
rutas de reaccion.’! Un 80% del luciferil adenilato sigue la ruta luminica, denominada asi porque se

produce la emision de luz. En este camino de reaccion se oxida el luciferil adenilato siguiendo el
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mecanismo de transferencia de un electron!!”! para transformarse en la forma peréxido (3). La pérdida
del AMP genera la dioxietanona (4), sobre la que se produce una descarboxilacion obteniendo la
estructura final de esta via, la oxiluciferina en el primer estado electrénico excitado en sus formas
ceto (5) la cual puede posteriormente tautomerizar a su forma enol (6). Al relajarse de forma radiativa
produce la oxiluciferina en su estado fundamental, emitiendo un fotéon (7). El 20% de luciferil
adenilato sigue la ruta oscura, denominada asi porque no se produce emision de luz, en la que el
intermedio de la reaccion se oxida produciendo perdxido de hidrogeno y dehidroluciferil adenilato

(8) el cual, tras una fosforilacion, origina la dehidroluciferina (9) y una molécula de ATP.
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Figura 2. Mecanismo de emision de luz de la D-luciferina.!

El estudio del sistema D-luciferina/luciferasa es interesante debido a su gran variedad de
aplicaciones.!”’ Algunas de ellas residen en la participacién del ATP en el mecanismo de
bioluminiscencia, pudiendo asi determinar la concentracion de ATP en una célula y estudiar el
metabolismo mitocondrial. Esto permite llevar a cabo estudios de células tumorales, ya que el
desarrollo de un tumor implica la privacion de glucosa de sus células, lo que conlleva que se altere la
ruta metabolica de la célula para la produccion de ATP, produciendo una disminuciéon en la
concentracion de ATP e induciendo la muerte celular.'!! En medicina, la bioluminiscencia también se
usa para la obtencion de imégenes de tejidos vivos o procesos celulares de manera no invasiva, siendo
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que la gran mayoria de estudios que emplean bioimagen se centran en el estudio del cancer. Los
procesos mas importantes en el desarrollo de un tumor, como la metastasis o la respuesta a un
farmaco, se deben a interacciones entre las células y sus alrededores. Utilizando técnicas de
bioimagen, es posible obtener una representacion visual de estos procesos, lo que proporciona
informacion valiosa con la que estudiar el desarrollo de un tumor. Este proceso se ve favorecido
gracias a la alta selectividad de la bioluminiscencia, la ausencia de autoflorescencia y poco ruido de
fondo. Otras aplicaciones del sistema D-luciferina/luciferasa se basan en el estudio de interacciones
proteina-proteina o proteina-ligando mediante el método BRET (Bioluminiscence Resonance Energy

Transfer), o el uso de la oxiluciferina en bioimagen como marcador de la expresion génica.l'>!3]

Este proyecto usa como cromodforo la D-luciferina oxidada por la luciferasa de una luciérnaga
japonesa (Nipponoluciola cruciata) a oxiluciferina mediante el mecanismo descrito en la Figura 2.
En concreto, se ha usado el tautdbmero OLU (estructura 5 de la Figura 2). La peculiaridad de este
tautomero reside en que posee rutas de relajacion efectivas desde estados excitados superiores hacia
el estado excitado Si, a diferencia de los otros tautomeros que sufren de conversion interna a un estado
unido por dipolo, haciendo que su fluorescencia sea menos efectiva.l'*! Para utilizar croméforos en
bioimagen es importante la longitud de onda de emision, la ventana de transparencia de tejidos
bioldgicos se encuentra en el rojo e infrarrojo cercano. Por tanto, es interesante llevar a cabo estudios
donde se altere el entorno proteico del cromoforo de forma que se obtenga un desplazamiento
batocromico en la longitud de onda de emision que concuerde con la ventana de transparencia. Dichas
modificaciones solo se pueden llevar a cabo de manera racional si se conoce de manera precisa el
tipo de interacciones presentes en el complejo formado por el cromoforo y la proteina. La

caracterizacion computacional de dichas interacciones es el objeto del presente trabajo.
4. Objetivos

El objetivo general de este trabajo es el estudio y modelizacién computacional de las interacciones

presentes en el sistema OLU/luciferasa.
Objetivos especificos:

e Simulacion de la dindmica del sistema OLU/luciferasa con el programa AMBER.

e (élculos de la energia libre de interaccion entre la OLU y los aminoacidos de la proteina usando
el método MMGBSA (Molecular Mechanics with Generalized Born Surface Area).

e Simulacion de los espectros de emision del croméforo OLU mediante calculos cuanticos TD-DFT
(Teoria del Funcional de la Densidad Dependiente del Tiempo) con el programa Gaussian09, a

nivel CAM-B3LYP/6-311(2d,p).



e Aprendizaje del uso del sistema operativo Linux, programas de quimica computacional como

AMBER y Gaussian(09, y programas de visualizacion como VMD.
5. Plan de Trabajo

Se han realizado las siguientes actividades del trabajo fin de grado:

Semanas 1-7: Busqueda bibliografica sobre el sistema luciferina/luciferasa y métodos de calculo

empleados (TD-DFT) y dinamica molecular (Molecular Dynamics, MD)).

Semanas 3 y 4: Aprendizaje en el uso del sistema operativo Linux y los programas a emplear:
Gaussian09 (calculos cuanticos), VMD (visualizacion de la dinamica del sistema), AMBER

(simulacion de la MD).

Semanas 5 y 6: Montaje del sistema y simulacion de la dindmica clésica del sistema OLU/luciferasa

solvatado.

Semanas 7 y 8: Andlisis de las propiedades de la dindmica simulada: temperatura, densidad y energia

total entre otras.

Semana 9: Analisis de la funcion de distribucion radial de los aminoacidos alrededor del cromoforo

para identificar los aminodcidos mas relevantes.

Semanas 10 y 11: Analisis de las geometrias de la MD para obtener geometrias representativas

(andlisis de clustering) y calculo de la energia libre de interaccion entre la OLU vy la proteina.
Semana 12: Calculo de los espectros de emision de la OLU interaccionando con la proteina.

Semanas 13, 14 y 15: Redaccion del informe final y preparacion de la defensa del trabajo.
6. Métodos

En este trabajo se han utilizado diferentes métodos de calculo. Para la simulacion de la dindmica del
complejo enzima/sustrato se ha recurrido a ecuaciones de MD clasica. Para la minimizacién de la
energia y obtencion de la geometria de equilibrio asi como las cargas tanto del cromo6foro como de la
molécula de AMP, necesarias para calcular las interacciones electrostaticas dentro del campo de
fuerzas, se han empleado célculos de mecanica cudntica (Quantum Mechanics, QM) basados en la
teoria del funcional de la densidad (Density Functional Theory, DFT). El analisis de la dinamica
simulada se llevé a cabo mediante el método MMGBSA, !5 con el que se calcularon las energias
libres de interaccion del sistema. Por Gltimo, para calcular el espectro de emision se recurrio a calculos

de mecanica cudntica/mecénica molecular (QM/MM) usando TD-DFT.



6.1. Dinamica Molecular Clasica

Un sistema biologico, como es el caso del complejo luciferina/luciferasa, esta formado por un gran
nimero de atomos (del orden de 10* 4&tomos). La simulacion de la evolucion temporal de un sistema
tan grande requiere el uso de métodos aproximados, como es el caso de la MD clasica. En la MD
clasica se usan las ecuaciones de Hamilton para describir la evolucion del sistema a lo largo del
tiempo, teniendo en cuenta tanto la energia potencial como la energia cinética y considerando un
sistema conservativo, de forma que la energia potencial tan solo depende de la posicion de los d&tomos.

dpl _ av dql dTl

i~ ag, U a " ap,

En las Ecuaciones [1] y [2], p; es el momento lineal del atomo i, t es el tiempo, V es la energia

potencial, g; son las coordenadas del 4&tomo 1, y T; es la energia cinética del 4tomo i.

Las ecuaciones de Hamilton no tienen solucion exacta, una forma de resolverlas es mediante el uso
de soluciones numéricas obtenidas mediante el uso de expansiones de Taylor truncadas en el tercer
término (segundo orden). Esta resolucion se consigue con el algoritmo de Velocidad de Verlet!¢!
(Ecuaciones [3] y [4], en las que m y v son la masa y la velocidad respectivamente de cada atomo).

2
q(t + A) = q(6) + Atw(t) — gimd‘;f;)

v(t+ At = v(t) — ZA_T; (dV(td ;r A dI;E;)) "

. . , . . . (. av(t
Para su resolucion se requiere del calculo del gradiente de la energia potencial (término %}, esto

significa que para calcular g; y v; se necesita conocer las propiedades en tiempos anteriores, por lo
tanto, se deben definir las coordenadas iniciales (qq) y velocidades iniciales (vy). El calculo del
gradiente de la energia potencial se puede llevar a cabo mediante el uso de un campo de fuerzas
(Force Field, FF), resolviendo la ecuacion de Schodinger con métodos ab initio,'”! o mediante la
combinacion de ambos métodos en calculos QM/MM. En este trabajo se ha escogido la primera
opcion debido al gran tamafio del sistema. Las coordenadas iniciales se toman de un banco de datos
de proteinas (Protein Data Bank, PDB), mientras que para las velocidades iniciales se usa una
distribucién de Maxwell-Boltzmann asumiendo equilibrio térmico en la temperatura, 7, a la que se

realiza la simulacién (Ecuacion [5]). Siendo kg la constante de Boltzmann:

2

3/2 _mv
) 4mvie 2ksT  [5]

PO) = (27TkBT



6.2. Campo de Fuerzas

La energia potencial dicta el comportamiento de un sistema, ya que ésta describe la interaccion de
todas las particulas del mismo. Un campo de fuerzas es una ecuacion que correlaciona la energia
potencial de un sistema con sus coordenadas internas (Ecuacion [6]). Los FF mas usados dividen la
energia potencial en dos tipos de interacciones: interacciones enlazantes, que se componen de
interacciones entre atomos que forman enlaces, angulos y diedros (interacciones 1-2, 1-3 y 1-4

respectivamente), e interacciones no enlazantes entre 4tomos mas lejanos.

Nenlace Ninguio Ngiedro Nno enlazante

Vtotal = z Venlace+ Z Véngulo+ Z Vdiedro+ z Vno enlazante [6]
i=1 i=1 i=1

i=1

Las interacciones de atomos dentro de enlaces y angulos estdn descritas por potenciales armonicos
(Ecuacioén [7]), esto implica que solo son correctos para geometrias cercanas a la geometria de
equilibrio, por lo que no se pueden usar para la descripcion de la ruptura o la formacion de un enlace.
Las interacciones de diedros se dan entre 4&tomos separados por tres enlaces, y son descritas usando
un potencial de Fourier (Ecuacion [8]). Las interacciones no enlazantes se componen de interacciones
coulombicas (Ecuacion [9]), interacciones de van der Waals e interacciones de repulsion, estas dos

ultimas estdn descritas por un potencial de Lennard-Jones (Ecuacion [10]).

1
Varménico = E kp, (x - xo)z [7]

Vaiearo = kt(l + Cos(na) - )/)) [8]

Q;Q;
Veoutomp = 4-7';81‘]-- [9]
ij
O-. . 12 O-. . 6
VLennard—]ones = 4Sij <T_U> - (T_U> [10]
ij ij

En la ecuacion [7], k;, es la constante de fuerza, y x corresponde a r, distancia entre 4&tomos para
Veniace> © @ ©, angulo entre atomos para Vs .0, mientras que x, es el valor de equilibrio de estas
coordenadas. En la Ecuacion [8], w es el angulo diedro, y k, nn, ¥ son pardmetros que definen la forma
del potencial. En la Ecuacion [9], Q es la carga de cada atomo, 1;; es la distancia entre atomos, y € es
la permeabilidad eléctrica en el vacio. En la Ecuacion [10], €;; es la profundidad del pozo de energia
y 0;; corresponde a la separacion entre atomos cuando el potencial de Leonard-Jones es nulo, son
parametros que definen la forma del potencial. De esta forma la Ecuacion [6] se puede escribir como

la Ecuacién [11], que corresponde a la ecuacion de un FF.
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Nenlace angulo Ngiedro

Viotat = Z Sk (= 10)? + Z Ska(60 = 60)? + Z ke(1+ cos(nw = )

Nno enlazante

12 6
+ E @0, + 4g;; (—”) —(—”) [11]
4mer;; Tii 1ij

i>) Y

6.3. Condiciones Periodicas de Contorno

La representacion computacional de un sistema biologico es imposible debido a la gran cantidad de
atomos que se ven implicados. Debido a esto, tan solo se representa de forma explicita un sector del
espacio, denominado celda primaria, de forma que se resuelven las ecuaciones de MD en ella. Esta
misma celda se repite en las tres direcciones del espacio, de forma que todo movimiento que tiene
lugar en la celda primaria también ocurrird en las réplicas de la celda. Ademas, para mantener el
principio de conservacion de la materia y energia, en el caso de que un atomo salga de la celda, otro
idéntico, con la misma direccion y velocidad entrara por el lado opuesto de la celda. Esto se denomina
condiciones periddicas de contorno (Periodic Boundary Conditions, PBC), y se usan en simulaciones
de MD. De no usar la PBC en los célculos, computacionalmente se consideraria que la celda
representada esta aislada, de forma que no existe nada a su alrededor. En esta situacion, se daria un
gran error en los calculos, ya que hay interacciones de largo alcance que se pueden encontrar fuera
de la celda que no se tendrian en cuenta. Las PBC ayudan a solventar este problema, de forma que al
crear un espacio de celdas de imitacion se pueden tener en cuenta dichas interacciones de largo
alcance. Si bien esto es una forma de reducir el error de célculo, no es una representacion fiel a la
realidad pero, como representar un sistema bioldgico de forma completamente realista es imposible,

trabajar bajo condiciones PBC es una buena aproximacion.

Una replicacion de celdas infinita implica un niimero de interacciones a tener en cuenta demasiado
grande, por lo que para hacer viable el calculo computacional se define un radio suficientemente
grande, de forma que tan solo te tienen en cuenta las interacciones que ocurren dentro de este (radio
de cutoff, Reyrorr). Las interacciones de van der Waals son de corto alcance, por lo que decaen
rapidamente, esto significa que cerca del Reyt 55 Su contribucion sera cercana a cero y, por tanto, se
puede aplicar una correccion cerca de Rey¢o 5 para hacer que en el limite la contribucion sea cero. En

el caso de las interacciones electroestaticas de Coulomb, estas son interacciones de largo alcance, lo
que significa que decaen muy despacio con la distancia. Esto supone un problema, ya que a la
distancia de R.ytofr Su contribucion es aun considerable, lo que produciria una discontinuidad en la
energia potencial al igualar a cero su valor en la distancia Ry f. Para solucionar este problema se

emplea el sumatorio de Ewald para transformar las interacciones de largo alcance en interacciones de
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corto alcance, con las que podemos aplicar el Ry 5f seleccionado. Es importante indicar que para

que el método del sumatorio de Ewald funcione de forma correcta, la celda ha de ser neutra.
6.4. Propiedades Termodinamicas

Para llevar a cabo una simulacion de un sistema bioldgico con MD hay que tener en cuenta las
propiedades termodinamicas. Las simulaciones se pueden llevar a cabo manteniendo con un valor
constante el numero de particulas (N), el volumen (V) y la temperatura (T) en el llamado conjunto
canonico NVT, o manteniendo el numero de particulas (N), la presion (P) y la temperatura (T)
constantes en el conjunto isobarico-térmico NPT.['®! Para el control de dichos valores se usan

algoritmos matematicos denominados termostatos y barostatos.

La temperatura estd relacionada con la energia cinética del sistema, por lo que los termostatos
controlan esta propiedad mediante la modificacion del momento lineal de los atomos. Encontramos
varios modelos de termostatos como el de Berendsen'”! y el de Andersen. En este proyecto se ha
usado el termostato de Langevin,!'8! en el cual el momento lineal de los 4tomos se ve afectado por
fuerzas de friccion y colisiones entre dtomos. Esto se consigue modificando las ecuaciones de
Hamilton para describir el movimiento, de forma que se tiene en cuenta la viscosidad del disolvente

y colisiones aleatorias entre atomos.

La presion y el volumen del sistema estan relacionadas mediante la ecuacion de estado, de forma que
modificando el volumen de la celda se controla la presion. En este proyecto se ha utilizado el bardstato
de Berendsen,!'”! en el cual los vectores que forman la celda unidad se ven modificados por un factor

dependiente de la presion.
6.5. Energia Libre de Interaccion

Una vez que se ha llevado a cabo la dindmica del sistema luciferina/luciferasa, el siguiente paso de
este proyecto es el calculo de la energia libre de interaccion entre el cromoforo y la enzima. La energia
libre de interaccion es una medida de la fortaleza con la que interaccionan la proteina y el cromoforo.
Para su calculo se ha usado el método MMGBSA,!"*! que tiene en cuenta la diferencia de las energias
libres de interaccion entre el complejo (AGcompiejo), 1a proteina (AGyeceptor) ¥ €l ligando (AGy;gando)
(Ecuacion [12]). Cada uno de estos términos se calculan teniendo en cuenta tres posibles
contribuciones (Ecuacion [13]): la contribucion de energia en fase gas (AEy), que incluye las energias
de interaccion electroestaticas y de van der Waals; la energia de solvatacion (AG,,,), que a su vez
estd descompuesta en la aportacion de la energia de solvatacion polar y la energia de solvatacion no
polar. La ultima aportacion incluye el término de la entropia (TAS), que no se tiene en cuenta porque

habitualmente su aportacion es baja y requiere un coste computacional importante.
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AGbinding = AGcomplejo - AGll’gando - AGreceptor [12]

AG; = AGy + AGgyp,, — TAS  [13]
6.6. Teoria del Funcional de la Densidad y su Variante Dependiente del Tiempo

Ademas de la energia libre de interaccion, también se ha calculado el espectro de emision del sistema
usando calculos QM/MM, donde la region del cromodforo esta descrita mediante QM usando la TD-
DFT. La teoria del funcional de la densidad fue formulada en base a dos teoremas propuestos por

(291 EI primer teorema afirma que cualquier propiedad del estado fundamental

Hohenberg y Kohn.
puede ser calculada a partir de la densidad electronica (p(r)), para ello ésta debe ser siempre positiva
y su integracion en todo el espacio debe corresponder al nimero total de electrones. Ademas, la
densidad electronica también determina de manera univoca el potencial externo al que estan
sometidos los electrones, que se corresponde con la energia de interaccion electron-nicleo dentro de
la aproximacion de Born-Oppenheimer. En esta aproximacion se mantienen los nticleos de los &tomos
en una posicion fija al considerar que estos no se ven afectados por el movimiento de los electrones,

mientras que los electrones se adaptan al movimiento de los ntcleos. De forma esta forma, la energia

electronica se puede escribir de la siguiente manera:

E.(p) =T,(p) + Ece(p) + Ecxe(p) [14]

Donde E, es la energia electronica; T, la energia cinética electronica; E,, la energia de interaccion
entre electrones y E,,; el potencial externo. El simbolo p entre paréntesis denota la dependencia del
término de la densidad electronica. Esta ecuacion se considera dentro de la aproximacion de Born-
Oppenheimer, lo que implica que la energia cinética de los nucleos (Ty) es nula y el término que

describe la interaccion entre nucleos (Vyy) sea constante, por lo que no aparecen en ella.

El segundo teorema de Hohenberg y Kohn dice que la densidad electrénica exacta del estado

o . d
fundamental es aquella que minimiza la energia, de forma que %

= 0. Esto implica el uso del

teorema variacional, donde cualquier energia calculada siempre seréd igual o mayor a la energia exacta.
El problema es que no se conoce la relacion entre T,(p) y la densidad electrénica, y por lo tanto no
se puede obtener la energia de forma exacta. Para solventar este problema se usa el método de Kohn-
Sham. En este método se supone un sistema de referencia en donde los electrones no interaccionan,
por lo que su energia (E,,) si se puede calcular de forma exacta. La diferencia energética entre el
sistema real y el de referencia se denomina energia de correlacion e intercambio (E,.); y corresponden
con aquellas aportaciones energéticas que se ignoran en el sistema de referencia para poder calcularse

de forma exacta.
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Exc(p) = Ee(p) - Ee,r(p) [15]

Se han desarrollado funcionales con el objetivo de describir E,,., estos funcionales son parametrizados
de forma que puedan reproducir propiedades calculadas con métodos més exactos o experimentales.
En la formulacion de la DFT, este se ve descrito como un teorema variacional, pero en la practica, la
necesidad de usar la energia de correlacion e intercambio aproximada hace que DFT no sea

variacional.

La DFT tan solo puede ser usada para calcular el estado fundamental de un sistema, esto ha llevado
a la formulacion de una DFT dependiente del tiempo (TD-DFT).['”] El teorema de Runge-Gross?!!
propone la existencia de una relacion univoca entre la densidad electronica dependiente del tiempo
(p(r,t)) y el potencial externo dependiente del tiempo. Esta dependencia permite la reformulacion
de las ecuaciones de la DFT de forma que no solo permite el calculo de la energia en el estado
fundamental, si no que ademds también permite el calculo de estados excitados. Para el calculo de

los espectros de emision del sistema se ha usado TD-DFT en calculos QM/MM.
6.7. Mecanica Cuantica/Mecanica Molecular

Para el calculo del espectro de emision se usaron calculos QM/MM, tratando todo el complejo menos
el croméforo con MM (region externa) y este ultimo con QM (region interna). En la Figura 3 podemos

ver la proteina en azul, parte calculada con MM, y en rojo el cromoforo, parte calculada con QM.

Figura 3. Representacion del complejo enzima/sustrato diferenciando la region interna y la region

externa en los calculos QM/MM. En azul la proteina y en rojo el cromoforo.

En los calculos QM/MM se asume que todos los cambios electronicos se centran en una parte del
sistema denominada regidn interna, de forma que esta region se trata a nivel QM mientras que el resto

del sistema con MM. Siendo la energia calculada de forma aditiva mediante la siguiente ecuacion:

E = EM(I) + EMM(0) + EQM/MM(] + 0) [16]
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La interaccion electroestatica entre ambas regiones es calculada mediante el uso de un hamiltoniano
efectivo (H®//) (Ecuacién [17]). H¢/7 incluye la interaccion entre las cargas de la region externa (g?)
y el potencial electroestatico de la region interna (V') (Ecuacién [18]). De esta forma la funcién de
onda de la region interna se ve polarizada por las cargas clasicas de la region externa, pero las cargas
de la region interna no afectan a las cargas de la region externa. Esto se conoce como electrostatic

embedding, donde las cargas de la region externa se cogen de un FF como puntos fijos.

ﬁeff|¢1> = (H\IO + ﬁ1/0)|¢1) = E|‘/)1) [17]

Ryo =M1 = af (OV'G (18]
i

En este proyecto se ha utilizado el electrostatic embedding, pero también es importante remarcar que
hay otras formas de realizar el cdlculo con QM/MM.*21 En el mechanical embedding el término que
describe la interaccion entre ambas regiones es completamente calculado con un FF, y por lo tanto la
funcién de onda de la region interna no se ve afectada por la region externa. Otra forma seria usar
polarizable embedding, donde le hamiltoniano de interaccion entre ambas regiones es ampliado con
un término de polarizacion, lo que requiere un FF polarizable. Esto produce que ambas regiones se

vean polarizadas la una por la otra.
7. Resultados y Discusion

En este proyecto se ha realizado una simulaciéon de MD del sistema luciferasa/oxiluciferina, para
estudiar la interaccion entre la proteina y el cromoforo. Para ello, se ha calculado la energia libre de
interaccion mediante el método MMGBSA.['*1 E] célculo ha sido realizado de dos formas: (i) tomando
geometrias equiespaciadas a lo largo de la trayectoria, y (ii) clasificando la dinamica en clusteres de
geometrias similares de la OLU y tomando las geometrias representativas de cada cluster. Méas
adelante se discutird la exactitud de ambas aproximaciones. También se ha calculado el espectro de

emision del cromo6foro mediante calculos QM/MM utilizando la TD-DFT.
7.1. Montaje y Descripcion del Sistema

Para realizar los calculos lo primero es el montaje del sistema luciferasa/oxiluciferina. Para ello, la
estructura de la proteina luciferasa ha sido obtenida de la base de datos de proteinas (PDB ID:
2D1R).[?*! Este sistema corresponde con la estructura cristalina termoestable de la luciferasa de la
luciérnaga japonesa. Ademas, la proteina esta interaccionando con una molécula de oxiluciferina y
una molécula de AMP. Estos dos ultimos residuos mencionados dan informacion acerca de la posicion

(23]

del sitio activo de la proteina. Los archivos descargados del PDB!**! no contienen la posicion de los

hidrégenos, por lo que es necesario protonar tanto los ligandos como la proteina. La estructura de la
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oxiluciferina fue sustituida por la correspondiente a OLU, mientras que el AMP fue protonado acorde
al pH fisiolédgico, con carga -1. Ademas, fue necesario realizar un cambio en la proteina substituyendo
los residuos CSO (S-hidroxicisteina) por CYS (cisteina) y también se anadieron los hidrogenos
correspondientes. Tras este proceso se solvatd el sistema, afiadiendo moléculas de agua alrededor del
complejo sustrato/enzima creando una celda con forma de octaedro truncado, imponiendo que la
méxima distancia entre cualquier 4&tomo del complejo y una molécula de agua fuera de 12 A. La celda
tiene aspecto de octaedro truncado ya que es la forma geométrica mas parecida a una esfera (que es
mas eficiente en términos de nimero de moléculas) que no deja espacios vacios entre celdas contiguas
cuando se aplique posteriormente PBC. Es importante la neutralidad del sistema para el calculo de
MD, por lo que afiadimos cuantos cationes de Na" sean necesarios para la neutralidad de la celda.

Para la solvatacion y neutralizacion del sistema se us6 el programa TLEAP.>4]

Para describir el sistema se emplea un campo de fuerzas, cuya parte mas importante es la energia de
Coulomb, que depende de las cargas. Por ello, calculamos las cargas tanto de la geometria optimizada
del AMP como de la OLU de manera cuantica mediante el método de Merz-Kollman!®*! en un célculo
DFT con el funcional CAM-B3LYP!?9 y la base 6-311(2d,p).27-?%*1 Ademés, el resto de pardmetros
del campo de fuerzas necesarios para el AMP se han obtenido del General Amber Force Field
(GAFF).2Y En el caso del cromoforo, se han utilizado parametros que describen el primer estado
excitado electronico. Estos parametros han sido desarrollados por el grupo de investigacion
MoBioChem mediante el ajuste de energias TD-CAM-B3LYP/6-311G(2d,p). Las moléculas de agua

y el Na* se describieron segiin el modelo TIP3PP!y la luciferasa con el campo de fuerzas FF19SB. 1%

7.2. Dinamica Molecular

Los calculos de MD comienzan con una minimizacidn para buscar la geometria que corresponda a la
energia minima del sistema bajo condiciones PBC . Este proceso se llevo a cabo en 10000 pasos, de
forma que se inicia con el método steepest descent y tras 5.000 pasos se cambia al método conjugate
gradient. En la Figura 4a, se encuentra la representacion de la energia frente al nimero de pasos. En
ella se puede apreciar que al final de la minimizacion la energia se encuentra estabilizada en los -

258735 kcal/mol.

Posteriormente se realizd6 una termalizacion de 500.000 pasos con un tiempo de paso de 2
femtosegundos a volumen constante (condiciones dentro del conjunto candénico NVT) hasta llegar a
los 300 K utilizando el termostato de Langevin!'®! para controlar la temperatura (Figura 4b). En la
Figura 4c se recoge la energia total de las fases de termalizacion, asi como su descomposicion en
energia cinética y energia potencial. Durante la termalizacion encontramos dos etapas distinguibles

en las representaciones Figura 4b y 4c: en la primera etapa se produce el calentamiento, donde un
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aporte de energia hace que la temperatura del sistema aumente de forma constante hasta alcanzar la
temperatura deseada de 300K. La segunda etapa comienza una vez alcanzados los 300 K de
temperatura, en ella cesa el aporte energético y por tanto la energia del sistema y la temperatura se

estabilizan.

Por ultimo, tiene lugar la fase de produccion dentro del conjunto isobarico-térmico NPT, en la que se
mantiene la temperatura constante a 300 K usando el termostato de Langevin!'®! y aplicando el
baréstato de Berendsen,!'?! se controla la presion para que sea constante e igual a 1 bar. Este proceso
se llevd a cabo en 250.000.000 pasos, con tamafio de paso de 2 femtosegundos, lo que corresponde a
500 nanosegundos de simulacion. Al aplicar estas restricciones es el volumen el que varia para
controlar la densidad ya que, al estar en un entorno bioldgico, la densidad del sistema ha de ser cercana

a 1 g/em® (Figura 4d), lo que corresponde a la densidad del agua.
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Figura 4. Variacion de las propiedades del sistema durante las diferentes fases de la simulacion. a)
Disminucion de la energia durante la minimizacion. b) Aumento de la temperatura durante la
termalizacion. c) Variacion de las energias total (Eio), cinética (EKot) y potencial (EPy) durante la

termalizacion. d) Variacion de la densidad durante la produccion.

Ademas, se uso6 la raiz de desplazamiento cuadratico medio (Root Mean Square Deviation, RMSD)

para evaluar la estabilidad de la proteina a lo largo de la dindmica. E1 RMSD es un valor que nos
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indica el desplazamiento que han tenido los dtomos con respecto de la posicion inicial, con la

Ecuacion [19]:

1 n 2
RMSD = —Z 1P, — Q:l|”  [19]
n i=1

Donde n es el numero total de atomos, P; es la posicion inicial del atomo i, Q; es la posicidon del atomo
iatiempo t. En la Figura 5 se encuentra RMSD para la simulacion completa, obtenida con el programa
CPPTRAIJ.! Al comienzo de la simulacion, se puede observar un alto crecimiento en el valor del
RMSD, lo que indica que el sistema no es estable ya que la proteina presenta grandes oscilaciones.
Por el contrario, al final de la dindmica el valor se estabiliza. En esta representacion encontramos que
el valor del RMSD crece hasta un punto cercano a los 75 ns, lo que corresponde a la geometria nimero
1500 (marcado con una linea azul en la Figura 5). Para tener certeza de que es sistema esta
completamente estabilizado se ha decidido tomar como punto de partida para el analisis la dindmica
a partir de los 100 ns, lo que corresponde a la geometria nimero 2000 de la dindmica (marcado con
una linea roja en la Figura 5), es decir, el andlisis de la dindmica, el célculo de AG y el céalculo del

espectro se hacen entre las geometrias 2001 y 10000, o lo que es lo mismo, entre los 100 y 500 ns.

— RMSD

RMSD(A)

0 100 200 300 400 500
tiempo (ns)

Figura 5. Representacion del RMSD a lo largo de la fase de produccion.
Para poder realizar la descomposicion de la energia por aminodcidos es necesario conocer cuales son
los que se encuentran cerca del cromoforo. Este calculo es muy costoso realizarlo teniendo en cuenta
toda la proteina, por lo que se necesita una distancia limite (cutoff) entorno al cromdéforo para reducir
el tiempo de calculo. De esta forma tan solo se tienen en cuenta los aminoacidos que espacialmente
estan cerca del cromoforo. El cutoff lo establecemos mirando la funcidn de distribucion radial (Radial
Distribution Function, RDF), que nos da informacion de las esferas de coordinacién que se forman
alrededor de un centro. En este caso con la RDF vemos como varia la posicion de los carbonos alfa

de los aminoacidos entorno a la OLU (Figura 6).

18



0,012+

0,010
L 0,008 -
o f,\/"_\.\
Y 0,006 -

0,004 -

0,002 -

5 10 15 20
Radio (A)

Figura 6. Representacion de variacion de la posicion de los carbonos alfa de los aminoacidos en
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funcion del radio entorno a la OLU con la RDF.

En la Figura 6 se ven tres esferas de coordinacion bien definidas, cuyos picos se encuentra en los 4,55
A, 595 Ay 8,35 A respectivamente. Debido a que las tres primeras esferas de coordinacion se
encuentran practicamente al completo dentro de un radio de 10 A, es este valor el que se ha

seleccionado como cutoff (marcado en rojo en la Figura 6).

7.3. Energia Libre de Interaccion

En el apartado anterior se ha usado el RMSD para determinar la ventana temporal de la MD donde la
estructura de la proteina estaba estabilizada, concluyendo que esto se da en los tltimos 400 ns. Sobre
dicha ventana se ha estudiado la energia libre de interaccion mediante calculos MMGBSA.!!%! Para
ello es importante determinar el nimero minimo de geometrias necesarias para que el calculo sea
representativo para la dinamica al completo, es decir, para que el calculo esté convergido. Para ello,
se han seguido dos metodologias: analisis de la energia libre de interaccion tomando geometrias
equidistantes en toda la dinamica estabilizada; y agrupacion de la dindmica estabilizada en diferentes
numeros de clusteres para llevar a cabo el analisis de la energia libre de interaccion con una geometria

representativa de cada cluster.

Con el calculo MMGBSAI!'3! se obtiene la energia libre de interaccion total como la diferencia de
energia entre el complejo (OLU/luciferasa) y ambos mondémeros cuando estan libres. A su vez, esta
energia total se puede dividir en contribuciones de cuatro tipos de interacciones. Interacciones
electrostaticas, que son calculadas siguiendo un potencial de Coulomb, e interacciones de Van der
Waals, que se calculan con un potencial de Leonard-Jones. La solvatacion polar, que se calcula como
la diferencia de energia entre la interaccion del complejo con el disolvente y cada uno de los
monomeros con el disolvente, y la solvatacion no polar que tiene en cuenta la diferencia energética
en las interacciones hidrofobicas entre el disolvente y el complejo, y el disolvente y cada uno de los

mondmeros.
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Ademas, también se ha llevado a cabo un estudio de la descomposicion de la energia libre de
interaccion por aminoacidos. Para determinar los residuos sobre los que llevar a cabo el andlisis de la
descomposicion, se analizan los ultimos 400 ns de la trayectoria, para determinar los aminoacidos
que pasan un mayor tiempo cerca del cromo6foro durante la simulacion. Se ha usado el programa
CPPTRAIJP# para determinar la fraccion del tiempo que pasa cada residuo en contacto con el
cromoéforo, y se han escogido para el anélisis todos aquellos amino4cidos dentro del cutoff de 10 A
que pasan mas de un 5% de la trayectoria en contacto con la OLU. Siendo 23 aminoécidos en total:
ARG220, ARG339, HIE247, PHE252, MET251, GLY256, MET198, THR348, ILE351, TYR342,
VAL368, GLN340, THR529, TYR257, LEU528, GLY230, HIE223, HIE246, ASN231, ASN199,
ALA319, TYR229.

En la Figura 7, se puede ver una representacion de la OLU junto a los aminoéacidos en consideracion.
En verde se ve la proteina, en el centro la OLU, en rojo los aminodcidos mas importantes que se

comentaran en los apartados siguientes, y en azul el resto de los aminoacidos analizados.

Figura 7. Representacion de la OLU y los aminoacidos con mas de un 5% de interaccion durante la

simulacion, siendo representados en azul y rojo los aminoacidos mas relevantes.

Los aminodacidos estudiados tienen una gran variedad de cadenas laterales. Encontramos aminoacidos
con cadenas laterales acidas como asparagina (ASN) y glutamina (GLN), o basicas como arginina
(ARQ) e histidina (HIE). También estan presentes cadenas laterales aromaticas como el caso de
fenilalanina (PHE) y tirosina (TYR), cadenas alifaticas en leucina (LEU), glicina (GLY), isoleucina
(ILE), valina (VAL) y alanina (ALA), y cadenas laterales polares como el caso de treonina (THR).

7.3.1. Calculo de la Energia Libre de Interaccion con Geometrias Equidistantes

En esta primera metodologia, se han utilizado hasta un méximo de 500 geometrias equidistantes de
los tltimos 400 ns de la trayectoria. En la Figura 8 se puede ver la variacion de la energia libre de

interaccion total (AGy) frente al nimero de geometrias utilizado para calcularla (# Geometrias). Se
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aprecia que cuando se utilizan pocas geometrias para calcular la AG; la energia presenta grandes
oscilaciones. Mientras que, a partir de las 200 geometrias, la AG se estabiliza entorno a las -33,89
kcal/mol. Este valor ha sido calculado como la media aritmética de los ultimos cinco valores, donde
se aprecia en la Figura 8 que la energia libre de interaccion empieza a tomar un valor similar para
cada uno de ellos, considerando asi este valor como referencia de la convergencia del célculo de la

energia libre de interaccion.

R AGT

-3354 % AGes’tabilizado

-33,4-

-33,6 ~

-33,7 \ \

-33,81

-33,9- = -
3404 | \/

-34,1

AG+(kcal/mol)

0 100 200 300 400 500
# Geometrias

Figura 8. Energia libre de interaccion en funcioén del nimero de geometrias seleccionadas para su

calculo.

Como AGy se estabiliza a partir de las usan 200 geometrias, la Figura 9 muestra la descomposicion
de la AG para ese nimero de geometrias para los aminoacidos mas cercanos al cromoforo. Es decir,
se muestra la contribuciéon de cada aminoacido a la energia de interaccion total. Es importante
comentar que en la Figura 9 aparecen los aminodcidos ARG220 y ARG339, que son dos argininas,
cuyos valores de interaccion electrostatica y solvatacion polar se salen del eje representado, por lo

que se ha incluido una tabla con sus descomposiciones energéticas (Tabla 1).

mVanderWaals ® Electrostatica Solvataciéon polar B Solvataciéon no polar  H Total
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-1,5

-2,5
ARGARG HIE PHE MET GLY METTHR ILE ILE TYR VAL GLNTHR TYR LEU GLY HIE HIE ASNASN ALA TYR
220 339 247 252 251 256 198 348 288 351 342 368 340 529 257 528 230 223 246 231 199 319 229
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Figura 9. Descomposicion de la energia libre de interaccion total por aminoacido tomando 200

geometrias equidistantes de los ultimos 400 ns de la trayectoria.

Tabla 1. Descomposicion de la contribucion energética de los residuos mas importantes. Todos los

valores de la tabla se dan en unidades de kcal/mol.

Van der Waals | Electrostatica | Solvatacion polar | Solvatacion no polar | Total
HIE 247 -1,02 -1,87 1,24 -0,64 -2,29
TYR 342 -0,89 -0,53 0,04 -0,27 -1,65
PHE 252 -0,72 -1,45 1,16 -0,34 -1,34
ARG 220 -0,25 -18,6 18,3 -0,20 -0,74
ARG 339 -0,068 -13,1 12,9 -0,0086 -0,23

Al realizar los calculos MMGBSA con la descomposicion por aminoacido, se puede observar una
gran disparidad entre las contribuciones de los distintos aminoacidos. En la Figura 9, se ve que los
aminoacidos con mayor aportacion energética total son HIE247 que corresponde a una histidina,
TYR342 que corresponde a una tirosina y PHE252 que corresponde a una fenilalanina. La mayor
contribuciéon de HIE247 y PHE252 proviene de interacciones electroestaticas, aunque se ven
debilitadas por la energia de solvatacion polar. Para el residuo TYR342 su principal aportacion se
encuentra en la energia de interaccion de van der Waals. La histidina es un aminodcido cuya cadena
lateral contiene un grupo imidazol. Es posible la formacion de enlaces de hidrégeno entre el
hidrogeno enlazado al nitrégeno del grupo imidazol y un oxigeno de la OLU, lo que contribuye la
aportacion de la interaccion electrostatica, que es el término que describe los puentes de hidrégeno

en el FF utilizado.

En cuanto a los aminodcidos de arginina (ARG220 y ARG339), encontramos que la ARG220 es el
cuarto aminoacido con mayor contribucion energética total mientras que la ARG339 tiene una
aportacion menor. La peculiaridad de estos dos residuos de arginina es la magnitud de la energia de
interaccion electroestatica, siendo de -18,6 y -13,1 kcal/mol respectivamente. La cadena lateral de la
arginina termina en un grupo guanidina que contiene una carga neta positiva a pH fisiologico, por lo
que pueden producirse fuertes interacciones electrostaticas con la OLU, lo que explica sus valores de
interaccion electrostatica y solvatacion polar. En la Figura 10 se representan dos geometrias donde
los aminoacidos ARG334 (a) y ARG220 (b) estan cercanos a la OLU, de forma que sus cadenas
laterales (cargadas positivamente) se orientan hacia la OLU pudiendo resultar en interacciones
electrostaticas. También se encuentra una geometria donde se representa una interaccion entre
HIE247 y la oxiluciferina formando un enlace de hidrogeno entre el hidrogeno enlazado al nitrégeno

de la histidina y el oxigeno del croméforo.
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Figura 10. Representacion de la OLU junto a ARG334 (a), ARG220 (b) y HIE247 (c). Los atomos de
carbono se representan en color azul claro, nitrégeno en color azul oscuro, oxigeno en color rojo,

azufre en color amarillo e hidrégenos en color blanco.

7.3.2. Calculo de la Energia Libre de Interaccion con Geometrias Representativas

de los Clusteres

Para calcular propiedades sobre la trayectoria entera se requiere de un tiempo de calculo relativamente
alto. En el apartado anterior se tomaban geometrias equidistantes, de forma que se buscaba el menor
numero de geometrias equidistantes necesarias para que el cdlculo de una propiedad sobre ellas
equivaliese al de toda la trayectoria. De la misma manera, en este apartado se discutiré la agrupacion
de las 8000 geometrias que componen los ultimos 400 ns de la trayectoria en clusteres, siguiendo un
criterio de similitud estructural de la OLU. De ellos se calcula una geometria representativa, con el
objetivo de hallar el menor nimero de geometrias representativas necesario sobre el que calcular la

AGy para que corresponda a la propiedad de la trayectoria completa.

Para este andlisis, se separan las 8000 geometrias de la trayectoria en distintos nimeros de clusteres,
entre 1 a 20. De estos clusteres se escoge la geometria representativa, que corresponde al centroide
del cluster, sobre la que se calcula la energia de interaccion. En este caso hay que tener en cuenta que
no todos los clusteres van a ser del mismo tamarfo, es decir, van a incluir un nimero diferente de
geometrias, por lo que su aportacion energética sera distinta. Debido a esto, la forma de calcular la
energia de interaccion total para cada conjunto de clusteres es mediante un promedio ponderado en
donde se tiene en cuenta la poblacion del cluster:

AGE =) AGp;*F, [20]

n
=1

=

En la Ecuacion [20] n es el niimero de clusteres considerado, AGr; es la energia de interaccion de la

geometria representativa del cluster i y F; es el peso del cluster i, que se calcula como el nimero de
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geometrias dentro de ese cluster dividido entre el nimero de geometrias total. De esta forma se ha

calculado el valor de AGT para n entre 1y 20 clusteres que aparece representado en la Figura 11.

—— AG;
-32,0 - —— AGqtabilizado
32,5

S -33,01

E -33,51

§ 34,01 " ,\'AV/\\'

(D\T_ 34,51

< 350
-35,51

5 5 10 15 20
# Clusters

Figura 11. Energia libre de interaccion en funcion del nimero de clusteres. La linea roja representa el

valor de AG o5t apitizado= -33,89 kcal/mol, tomado del apartado 7.3.1.

En la Figura 11 se observa una oscilacién de los valores de AGr para nimeros de clusters bajos,
indicando que atn no se ha alcanzado la convergencia. Esto es debido a que las geometrias
representativas tomadas de cada cluster no son representativas de la trayectoria completa. Sin
embargo, a partir de los 14 clusteres la energia libre de interaccion se empieza a estabilizar entorno a
las -33,89 kcal/mol, igual que en el célculo de la energia libre de interacciébn con geometrias
equidistantes. El valor de AG s¢apitizado S€ ha tomado del apartado 7.3.1., calculando la energia de
interaccion para 200 geometrias a lo largo de toda la trayectoria y se encuentra marcado en la Figura

11 con una linea roja.

Para el andlisis de la descomposicion de la energia libre de interaccion por aminoacidos se ha escogido
el conjunto de 15 clusteres, ya que se observa en la Figura 11 la energia libre de interaccion esta
convergida. Como en el apartado anterior, se ha usado el método MMGBSA!>! y se ha calculado la

descomposicion para los aminoacidos que pasan mas de un 5% de la dindmica cerca del cromoforo.
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Figura 12. Descomposicion de la energia libre de interaccion total por residuo tomando 15 geometrias

representativas de los ultimos 400 ns de la trayectoria.

Tabla 2. Descomposicion de la contribucion energética de los residuos mas importantes en el analisis

de los 15 clusteres. Todos los valores se dan en unidades de kcal/mol.

Van der Waals | Electrostatica | Solvatacion polar | Solvatacién no polar | Total
HIE 247 -0,80 -1,74 1,00 -0,62 -2,14
TYR 342 -0,96 -0,84 0,23 -0,30 -1,87
PHE 252 -0,58 -1,42 1,12 -0,28 -1,16
ARG 220 -0,25 -18,6 18,3 -0,21 -0,73
ARG 339 -0,063 -13,3 13,1 -0,0041 -0,22

En la Figura 12, los residuos ARG220 y ARG339 tienen los valores de interaccion electrostatica y
solvatacion polar fuera del eje, por lo que su descomposicion energética se recoge en la Tabla 2. Al
igual que en el apartado 7.3.2., los aminoacidos HIE247, TYR342, PHE252 y ARG220 son los que
mayor energia libre de interaccion total presentan, por lo que para poder realizar una buena

comparacion se ha recogido la descomposicion de la energia de dichos residuos en la Tabla 2.

El aminoéacido HIE247 es el que mayor aportacion total tiene y, al igual que en el caso de la PHE252,
la mayor parte de dicha contribucion energética viene dada por las interacciones electrostaticas. Es
importante mencionar que las interacciones de van der Waals que presentan dichos aminoacidos
también son relevantes. Ambos se ven desestabilizados por la energia de solvatacion polar. Por otro
lado, la TYR342 es el segundo residuo con mayor energia libre de interaccion total, su mayor
contribucion se da mediante interacciones de van der Waals, aunque las interacciones electrostaticas

tienen un valor parecido.

En cuanto a los residuos de arginina ARG220 y ARG339, si bien las energias libres de interaccion
totales que presentan concuerdan con el resto de aminodcidos, las interacciones electrostaticas
presentan de nuevo un valor muy negativo, con una energia de solvatacion muy alta y positiva que la
debilita. Ambos métodos de calculo muestran interacciones electrostaticas fuertes entre estas dos
argininas y la OLU, con valores similares al comparar los valores de dichas interacciones en las Tablas

ly2.

Los resultados obtenidos por el analisis de geometrias representativas de los 15 clusteres muestran
una gran concordancia con los obtenidos en el andlisis de geometrias equiespaciadas. Esto indica que
las 15 geometrias representativas también son representativas de los 400 ns de la trayectoria completa.
Computacionalmente hablando, el calculo de 15 geometrias representativas es considerablemente

mas barato que el célculo de 200 geometrias equidistantes. Como los resultados obtenidos son
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estadisticamente idénticos, en futuras investigaciones es preferible el uso del calculo de la energia

libre de interaccion mediante geometrias representativas, consiguiendo abaratar costes.

7.4. Espectro de Emision

El fenémeno de bioluminiscencia dado por la OLU se da cuando pasa del estado excitado S; al estado
fundamental Sy (transicion S12So), estados que corresponden con una transicion electronica desde el
orbital LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital) al HOMO (Highest Occupied Molecular
Orbital). Para estudiar la bioluminiscencia del complejo OLU/luciferasa se ha calculado su espectro
de emision en el rango UV-Vis para 100 geometrias (Figura 13) mediante calculos QM/MM basados
en la TD-DFT. El resultado de este calculo es un valor de energia, que para obtener una banda se
posiciona una funcion gausiana sobre é€l.

En el espectro de emision calculado del cromoéforo se aprecia un pico de emision a 2,37 eV, que es
un valor que se asemeja al valor experimental de 2,21 eV, ya que la diferencia estd dentro del error
de método aceptado. El valor de la energia del foton emitido corresponde a una longitud de onda de
523 nm, que entra dentro del rango de color verde. Esta longitud de onda de emision queda fuera de
la ventana de transparencia biomédica (zona del rojo e infrarrojo cercano), pero en futuros estudios
se pueden considerar mutaciones en el croméforo o la proteina para producir sistemas con una
longitud de onda de emision adecuada. Teniendo en cuenta los resultados de los apartados anteriores,
una mutacion sobre los aminoacidos HIE247, TYR342, PHE252, ARG220 o ARG334 puede generar

un gran desplazamiento de la longitud de onda de emision.

Calculado
— Experimental

Intensidad (UA)
oSN ® o ®

O N b~ O ®©
(ARG TR A |

o 1 2 3 4 5 6
Energia (eV)

Figura 13. Espectro de emision teorico del sistema OLU/luciferasa, calculado para 100 geometrias.

En rojo se ha representado el valor de emision experimental a 2,21 eV.[?3!
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8. Conclusiones

En este proyecto se ha llevado a cabo un estudio computacional del sistema OLU/luciferasa mediante
calculos de MD clésica, energia libre de interaccion y TD-DFT/MM. Sobre la trayectoria calculada
mediante MD se ha estudiado la energia libre de interaccion entre la OLU y la proteina con el método
MMGBSA, teniendo en cuenta las contribuciones de interacciones electrostaticas, interacciones de
van der Waals, energia de solvatacion polar y energia de solvatacion no polar. Este proceso se ha
llevado a cabo siguiendo dos protocolos: analisis de geometrias equidistantes y analisis de geometrias
representativas de clusteres. Ademads, se ha estudiado la descomposicion de la energia libre de
interaccion por aminodcidos, que ha servido para analizar los aminoacidos mas cercanos al cromoforo
y las interacciones aminodcido-croméforo mas fuertes. Por ltimo, se ha calculado el espectro de
emision del sistema OLU/luciferasa usando calculos QM/MM en donde la region QM se ha descrito
con TD-DFT. Tras haber analizado los resultados obtenidos se han llegado a las siguientes

conclusiones:

1. Con la simulacion de MD clésica para el sistema OLU/luciferasa y tras haber calculado el
RMSD para estudiar la diferencia entre la posicion inicial y cada geometria de la trayectoria,
se concluye que la estructura converge pasados 100 ns de simulacion, con un tramo de 400 ns
estabilizados de trayectoria.

2. El andlisis de la energia libre de interaccion en el tramo de 400 ns estabilizados de trayectoria
mediante el andlisis de estructuras equiespaciadas muestra que se necesita un minimo de 200
geometrias equiespaciadas para que converja la energia libre de interaccion total.

3. El analisis de la energia libre de interaccion en el tramo de 400 ns estabilizados de trayectoria
mediante el analisis de geometrias representativas de clusteres formados siguiendo un criterio
de similitud estructural en la OLU, muestra que se requiere de un minimo de 15 geometrias
representativas para calcular una energia libre de interaccion total representativa de toda la
trayectoria.

4. El analisis de la descomposicion de la energia libre de interaccion por aminodcidos muestra,
por los dos métodos previamente mencionados, que los cuatro aminoacidos con mayor
contribucion son: ARG220, HIE247, PHES25 y TYR 342; siendo HIE247 el aminoacido con
mayor contribucion total debido a interacciones electrostaticas por la posible formacion de un
enlace de hidrogeno con la OLU.

5. Al comparar los métodos de andlisis de la energia libre de interaccion se observa una
consistencia en los resultados obtenidos, tanto en la convergencia de la energia libre de
interaccion en -33,89 kcal/mol, como en los resultados de la descomposicion por aminoéacidos.
Por lo que se concluye que al dar resultados estadisticamente idénticos, el método de analisis
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de clusteres es mas eficiente, debido a que este requiere menor tiempo de calculo con lo que
se pueden abaratar costes en futuras investigaciones.

6. El célculo del espectro de emision del sistema OLU/luciferasa muestra un pico de emisioén en
los 2,37 eV, que es suficientemente cercano al valor experimental de 2,21 eV, quedando dentro

del error aceptable por el método de célculo.

Este es un estudio preliminar de la influencia del entorno proteico sobre la OLU. En estudios
posteriores seria interesante analizar posibles mutaciones en los aminoacidos mas influyentes en la
energia de interaccion enzima/sustrato, como lo son HIE247, TYR342, PHE252, ARG220 0 ARG334,

con el objetivo controlar la longitud de onda de emision.
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