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/ 1.Introduccid \

/

e Els enzims glicosidasa (GH, Glycoside hydrolases en angles) hidrolitzen els enllacos
entre dos unitats d’un carbohidrat.
De la familia GH124 avui en dia nhomés s’ha caracteritzat 'estructura de I'enzim
CtCell124!'2], D’aquest, només s’ha pogut determinar que hidrolitza I’enlla¢ glicosidic
de la cel-lulosa per un mecanisme d’inversid de configuracio (fig. 1) i el residu que
pot actuar com a acid general (Glutamat 64, Glu-64)%..

e Objectiu: identificar quin residu actua com a base general, modelitzant el complex
de Michaelis.
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Fig. 1: Esquema del mecanisme d’hidrolisi amb inversié de configuraciol?3l,

3. Metode computacional

e Es conegut que un factor determinant per la reaccié d’hidrdlisi és la conformacié
distorsionada del monomer,3 que es pot descriure de manera quantificada emprant
les expressions de les coordenades de Cremer and Pople (fig. 3).%

Fig. 3: Representacio de les coordenades de Cremer i Pople (esq.), representacié d’Stoddart (dreta).

e Model 1:
Partint de [I'estructura cristal-lografica, es realitza una dinamica molecular
classical®>®! i una dinamica molecular dirigida (Steered MD)S! per forcar una
reduccio de la distancia entre les dues cadenes de trihexoses (fig. b).

e Model 2:
Partint de I’estructura cristal-lografica s’introdueix un nou monomer en ’espai vacant,
reproduint el substrat de cel-lohexosa (fig. 4).
Es realitzen trajectories de dinamica molecular classica i es monitoritzen les
coordenades de Cremer i Pople i la distancia entre el residu catalitic (Glu-64) i
I'enllag glicosidic.

Fig. 4: Centre actiu dels complexos de Michaelis generats in silico amb les dues orientacions en el subsite -1.

5. Conclusions i futurs calculs

1. La dinamica molecular classica ha explorat la conformacié 4C, pel sucre del subsite -1,
excepte en el cas esmentat.
Cal emprar altres tecniques de simulacid (Metadinamica, p.e.) per tal d’estudiar la
conformacio de I'anell.

2. No s’ha identificat un residu proper que pugui actuar com a base general en el
cas que el substrat presenti una conformacio alternada (fig 4., dreta).

3. En cas de que el substrat es presenti en forma no alternada (fig 4., esq.) suggerim
que el residu Glu-64 actua de base en la reaccio d’hidrolisi a través del mecanisme
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2. Complex cristal-lografic

En el proces de cristal-litzacid no s’ha obtingut una estructura del complex de Michaelis entre I'enzim

CtCell124 i la cel-lohexosa.
Només s’ha obtingut I’estructura de I’enzim corresponent al producte de la hidrolisi, amb el subsite -1

vacant (fig. 2).

Fig. 2: Esquerra, estructura cristal-lografica de I’enzim CtCell124 amb el producte de I'hidrolisi. Dreta, centre actiu de
I’enzim amb el substrat cristal-lografic, els subsites indicats i el residu acid (Glu-64).

Model 1. Steered MD.

No es produeix cap variacio en la conformacio del
sucre en reduir-se la distancia (fig. 5).

L’energia necessaria per generar la variacid de
distancia és de 19.1 kcal/mol.
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Fig. 5: En vertical, estat inicial (A) i final (B) del centre actiu
en la simulacié emprant Steered MD. S’indica el valor de la
distancia en angstroms. \
Adalt, el valor de I’energia necessaria per variar la distancia 2 1 +1 J
en funcio del temps de simulacio. ' 8

Model 2. Dinamica molecular classica.

Per cada complex es realitzen dues dinamiques
moleculars amb restriccio en la posicio del residu Glu-
64 (25 kcal/mol) | sense restriccio.

Pel complex no alternat (fig. 4, esq.) amb restriccio
s'observa una conformacio B;, de lI'anell (fig. 6) | una
rotacio del substrat (fig. 7).
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Fig. .6:\Cc.>nformaci6 de I"anell al llarg de Fig. 7: Centre actiu a I'inici (A) i final (B) de la
la dinamica molecular. A la dreta, una \_ simulacié. Es pot observar la rotacié del substrat i
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conformacio °C, i una B; 5 de I'anell. dues molécules d’aigua a 2.53 i 3.60A (linia
discontinua, resp.).

Pel complex alternat (fig. 4, dr.) es pot observar com els residus serina 78 (Ser-78) | treonina
73 (Thr-73) mantenen posicionada una molecula d’aigua a una distancia entorn 3.5A al llarg
de la simulacio, que pot actuar de nucleofil (fig 9). En aquest cas, no s’observa distorsio del

sucre (fig. 8).
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Fig. 8: Conformacié de I’anell al llarg de

la dinamica molecular. Fig. 9: Centre actiu de I’enzim. La distancia entre
I’aigua i el C-anomeéric és de 3.65A a la imatge. La
d1=2.0Aid2=19A.
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