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Introduccio
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Les glicosil transferases (GT) son els enzims responsables de la biosintesi d’oligosacarids, S’ha demostrat que la transferencia del grup glicosil es pot donar a través de dos mecanismes diferents:

especificament de la formacid d’enllacos glicosidics per transferéncia d’una unitat de per retencid o per inversié de la estereoquimica del carboni anomericltl. Pel que fa al mecanisme de les GT
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carbohidrat. En la majoria d’éssers vius qualsevol alteracié en aquests enzims pot acabar que funcionen per inversié hi ha dues possibilitats: tipus SNil?l o per doble desplagament!3l. Només els

derivant en una formacié o creixement anormal de les cel-lules de 'organisme. enzims amb un residu nucleofilic en posicio adequada poden seguir el mecanisme per doble desplagament,

caracteristica exclusiva de la familia GT®6.
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CH, En aquest treball s’estudia la a-1,3-Galactosiltranferasa, una GT6, que presenta un glutamat
I Donador l
CH, (Figura 3) en el centre actiu (el residu Glu3’) fent la funcié de catalitzador nucleofilic. El ¢ Acceptor
| nostre objectiu sera dilucidar si aquest residu, en comparacio amb altres elements del centre
_/C\ . ’ ’ . \ . . T4 ) . . ofe
o 0 actiu, té també importancia en la orientacio de l'acceptor i en la flexibilitat del complex

proteic.

Manganes

Figura 3. Estructura atomica
del residu glutamat (Glu)

Figura 4. Rol del glutamat. Dins del cercle la distancia del segon atac nucleofil. En blau la distancia del
primer atac nucleofil i en taronja ponts d’hidrogen entre els sucres i I'aminoacid catalitic.

Metodes

Dinamica molecular classica Mutants produits in silico
Per comencar la dinamica s’ha emprat un complex model generat a Variants del residu catalitic: Modificacions en els sucres:
partir de la superposicio de dues estructures: la UDP-2F-Gal (codi * Alanina3'’ e Glutamina3!’ e Isoleucina3!’ * Canvi de la galactosa del donador a glucosa (epimer C4)
PDB: 2VFZ) i la UDP+lactosa (codi PDB: 1GWW)!4. * Valina3!’ o Aspartat3!’ * Canvi de la lactosa de I'acceptor a maltosa (epimer C4)
Produccié de mutants: * Eliminacio de I'acceptor
Codi AMBER (versi6 14)051; Altres variants:
A . . : cctidin280 s 2280
1. Lextensié d’AMBER, TLEAP per tal de generar coordenades i Canvi de la Histidina®™" per Alanina Ala val Gln Asp lle
topologia * Canvi de la Glutamina?%’ per Alanina?¥’

- i lai * Canvi de Apartat3!® per Alanina316 @ oo oo H o S
Ajustlfje Ijs estructures fent servir I'eina Molefacture del H3N—¢—Cj_ H3N—(::—Cj_ H3N—¢—C\”_ H3N+—c::—c/j_ H3N—c::—cj_
visualitzador VMD CH, © cH © CH, O CH, O H,c—CH ©
Solvatacié en molecules d'aigua HsC CHj CH; C CH,

’ . 7N |
Minimitzacio del sistema C. 0O 0 CHs
H,N™ "0

Equilibracio i produccio durant 25 o 50 nanosegons
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ca nvis en I estructura Figures 5, 6, 7 i 8. Distancia entre el donador i I'acceptor (C1-03) al llarg de la simulacié FIEXIbIIItat de I enzim
3 ) .
del centre actiu Mutants de diferent grandaria Mutants de diferent carrega . 3 [ ] | Figures 11112,
[ val236 ] [ Maltosa 1 | Valors de

N I : b OB | 2| A= " 1 | RMSF (Root
Efecte esteric del residu 317 o I : D dwmh : [ Ala2e7 1 | mean square
(mutants de diferent grandaria): 1 o : i j : _ Jt‘/utctalﬁon) de

Cepe . ., ‘ 1t 3 ; _ ; /1 { |totsels

significativa conservacio de |la § P /\v i 1 L A 1| mutants per

als residus de

S (\/\’\A/J\ _ | " ; | | ] | 'helix proxima
: : ] ' \ ] - | al centre
o T\ | \ O | [/ "

distancia en el cas de l'alanina.
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atoms reactius en els cas dels
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mante el donador | Facceptor a FI _f de simulacio, és a dir, com fluctua. S'observen alteracions significatives per als residus 356-368.

una distancia catalitica. L3
mutacio a glutamina és la que
altera més el centre actiu.
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Efecte del tipus de sucre: | _
pronunciades oscil-lacions en la : ; o * 2 ; b ? * * El centre actiu de I'a-1,3-galactosil transferasa, i en particular la posicio dels substrats, depen
distancia observades en ambdues molt de la identitat del residu 317 i, en menor mesura, dels residus 280 i 247.
variants. . : .
, Val31? |  Per ordre de rellevancia, les mutacions que alteren |'estructura del centre actiu son:
Asp3ts | St
r GIn27 Glu317lle > Glu317Val > Glu317GIn > Glu317Ala > Glu317Asp
Altres mutants: la modificacié del y 3 . ) . e S .
residu 316 manté lestructura del Donador ‘ Aquests resultats poden ser importants a I’hora de dissenyar modificacions de I'enzim que puguin
T M augmentar la seva eficiencia catalitica.

centre actiu, pero modificacions

® ; Acceptor
dels residus 280 i 247 separen
ambdds substrats, que ja no - Futurs calculs: Estudi d’altres mutants, com ara cisteina. Estudis dels altres estats de la reaccio:

podrien reaccionar. . — . — intermedi i productes!?l. Estudis de I'intercanvi de metall del centre actiu.
Figura 9 10. Inici i final de la simulacié del mutant Val37 com a exemple
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