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RESUMEN

Los ficobilisomas son complejos multiproteicos presentes en algas rojas y
cianobacterias, que cumplen una funcidén accesoria en la captacion y conduccion de luz
hacia los fotosistemas. Los ficobilisomas de Gracilaria chilensis estan formados por
ficobiliproteinas organizadas en un centro que contiene Aloficocianina(APC) y varillas

que irradias desde ¢l, formadas por Ficocianina(PC) y Ficoeritrina(PE).

Los ficobilisomas constituyen el ejemplo mas eficiente(~100%), de un sistema
de conduccion de luz en el rango de 450-650nm, descrito hasta ahora en la naturaleza.

Este trabajo describe la obtencion de un modelo estructural de una varilla
minima formada por dos unidades de Ficocianina y dos unidades de Ficoeritrina y la

propuesta de vias preferenciales de conduccion de luz a través de este complejo.

El procedimiento de obtencion del modelo utiliz6 las estructuras tri-
dimensionales de ambas proteinas; el uso del programa ZDOCK permitidé obtener un
modelo de encaje rigido entre PC-PC, PC-PE, y PE-PE. Este modelo se sometié a
etapas de evaluacion vy refinamiento. El refinamiento se realizd6 mediante Dinamica
Molecular utilizando GROMACS, después de un cuidadoso analisis de los campos de

fuerza disponibles.

La transferencia de energia entre los grupos cromoforos responsables de las
propiedades espectroscopicas de las ficobiliproteinas, se realiza por fluoresencia en
resonancia, lo que permitio utilizar la Ecuacion de Forster para determinar las
velocidades de transferencia entre pares de grupos cromoforos. Los valores de las

velocidades permitieron postular vias preferenciales de conduccion en el modelo las que



concuerdan con los wvalores de velocidades de transferencia obtenidos

experimentalmente disponibles en la literatura.

El anélisis realizado en este trabajo permitié construir un modelo estructural-
funcional de una varilla de ficobilisoma de Gracilaria chilensis que permite plantear

una discusion que permita explicar la alta eficiencia de estos sistemas bioldgicos.



SUMMARY

Phycobilisomes are multiproteic complexes present in red algae and
cyanobacteria; they perform an accessory function responsible of the light harvesting

and conduction of light to Photosystems.

Phycobilisomes from Gracilaria chilensis are formed, as in other algae, by
phycobiliproteins; they are organized in a core formed by Allophycocyanin(APC), and

radially disposed rods formed by Phycocyanina(PC) and Phycoerythrin(PE).

This special arrangement of proteins constitutes the most efficient conductor of
light (~100%) described in the literature, to this date. This work describes the building
of an structural model of a minimun rod formed by two hexamers of PE and two
hexamers of Pcand proposes preferential pathways for light conduction able to explain

the high efficiency of the system.

The methodology to obtain the model involved the three-dimensional structures
of both phycobiliproteins and the use of ZDOCK to obtain a rigid docking model of the
complexes PC-PC, PC-PE, PE-PE. The model was evaluates and refined. The
refinement was performed by Molecular Dynamics after a carefull evaluation of the

force fields available in GROMACS.

The Forster theory was used to calculate the transfer rate between pairs of
cromophores; this possible because the energy transfer among chromophores occurs by

fluorescence in resonance.



Preferential pathways for light conduction were proposed based on the values of
the Transfer constants obtained for each pair of chromophores in the rod. The values
obtained for the rate of conduction agree with thee experimental data reported in the

literature.

A structural- functional model of a minimum rod of phycobilisomes of
Gracilaria chilensis was built. The pathways for the light conduction described in this
work, introduces a discussion to explain the high efficiency of these biological

systems.-



1.- INTRODUCCION

Los organismos fotosintéticos necesitan de elementos inorganicos, agua y
diéxido de carbono, para sintetizar moléculas organicas y asi obtener la energia
necesaria para las actividades celulares. Este proceso de conversion de materia
inorganica a organica requiere energia luminosa, y se denomina fotosintesis. Esta
energia luminosa es obtenida del sol y es captada principalmente por pigmentos
especializados, como la clorofila en plantas superiores, algas y cianobacterias (Glazer,
1989). En organismos marinos fotosintéticos como algas y cianobacterias, en cuyo
ambiente acuatico disminuye la cantidad y calidad de la luz accesible a estos
organismos, se ha debido desarrollar una estrategia de captacion de luz mas eficiente, tal
como sistemas accesorios de captacion de luz en el rango de longitudes de onda en los

cuales la clorofila no es eficaz. (Samsonoff 'y colaboradores, 2001).

Los ficobilisomas son los principales complejos multiproteicos accesorios para
la captacion y conduccion de luz hacia los centros fotosintéticos de algas rojas y
cianobacterias (Ducret y colaboradores, 1994). Estos complejos estan encargados de
captar la luz en el rango visible en el cual la clorofila no lo hace (550 — 660 nm
aproximadamente) y conducir esta energia luminosa hacia los centros fotosintéticos con
una altisima eficiencia cuantica (cercana al 100%) (Glazer, 1989). Esta propiedad hace
que los ficobilisomas sean las estructuras mas interesantes de estudiar para entender las

bases moleculares de esta alta eficiencia en la naturaleza.

Los ficobilisomas se encuentran anclados a la membrana tilacoidal, a diferencia

de la clorofila que se encuentra inserta en la membrana de los tilacoides (Samsonoff y



colaboradores, 2001). Los ficobilisomas estan constituidos principalmente por
ficobiliproteinas (PBP), y en menor escala por proteinas de unién o “linkers”, que
permiten el correcto ensamble del ficobilisoma (Ducret y colaboradores, 1994). Estos
ficobilisomas poseen una conformacion espacial comun, en la cual se presenta un
nicleo formado por la ficobiliproteina aloficocianina (APC), del cual irradian varillas
compuestas por ficocianina, (principalmente en cianobacterias), y ficoeritrina o
ficoeritrocianina (generalmente en algas rojas) (Figura 1) (Glazer, 1989). Las PBP que

componen los ficobilisomas presentan una unidad minima compuesta por un
heterodimero de cadenas of3, ¢ in vivo se presentan a la forma de hexameros (af)s

(ficoeritrina, ficoeritrocianina y ficocianina) o de trimeros (of3); (aloficocianina) (Figura
2). Las subunidades a y B presentan un plegamiento similar y corresponde a la clase
estructural ao de la familia de las globulinas. Cada cadena ademds lleva bilinas
derivadas de tetrapirroles lineales, covalentemente unidas a grupos de cisteinas, las
cuales confieren las caracteristicas espectroscopicas y por lo tanto estan encargados de
captar y conducir la luz en los ficobilisomas hacia los centros fotosintéticos (Glazer,
1989). El nimero de bilinas (o grupos cromdforos) unidas a cada cadena va a depender
de la naturaleza de la ficobiliproteina, observandose asi una disminucion paulatina
desde las ficobiliproteinas ubicadas en la periferia (entre 34 y 15 cromoéforos por
hexdmero) hacia las ubicadas en el ntcleo (6 cromoéforos por trimero) (Glazer, 1989).
Sin embargo, el tipo de cromodforo no determina el tipo de ficobiliproteina,
observandose que, tanto ficocianina como aloficianina poseen el mismo grupo
cromoforo: ficocianobilina. Las propiedades espectroscopicas estan dadas entonces por
la geometria y el ambiente que le brinde la ficobiliproteina (Glazer, 1989; Samsonoft,

2001).



APC PC PE

Figura 1. Esquema de un ficobilisoma de cianobacteria Synechocystis sp. 6701
adaptado de Anderson y colaboradores, 1998. Se observa un nucleo de aloficocianina
(APC) del que irradian varillas compuestas en su parte proximal por ficocianina (PC) y
en su parte distal por ficoeritrina (PE)

Los estudios hechos hasta la fecha estan enfocados en su mayoria en algas rojas
unicelulares y cianobacterias (Glazer, 1989; Ducret, 1996; Wang, 2001; Zolla, 2002),
debido a su facil manipulacion en el laboratorio, pero son escasos los trabajos en algas
pluricelulares (Jiang y colaboradores, 2001). El laboratorio de Biofisica Molecular de la
Universidad de Concepcion ha abordado el estudio de los ficobilisomas de algas
pluricelulares y el espécimen usado como modelo de estudio es Gracilaria chilensis
(Byrd, Mackachlan y Oliveira), conocida comtinmente como pelillo, y que podemos

encontrar a lo largo de las costas chilenas y peruanas.

El alga roja eucariota Gracilaria chilensis posee ficobilisomas compuestos por

un nucleo central constituido por la ficobiliproteina aloficocianina (APC), y sus varillas



estdn compuestas ficocianina (PC) en su parte proximal, y ficoeritrina (PE) en su parte

mas distal (Bunster y colaboradores, 1997 y 2000) (Figura 1).

Figura 2. Estructura de ficobiliproteinas. A) Estructura del heterodimero off de
ficocianina de Gracilaria chilensis (en proceso de deposito en PDB). B) Estructura de
un trimero, correspondiente a aloficocianina de Porphyra yezoensis (c6digo PDB:
IKN1). C) Estructura de un hexdmero, correspondiente a ficoeritrina de Gracilaria
chilensis (c6digo PDB: 1EYX). Las subunidades de cada una han sido coloreadas de
forma diferencial.

En el laboratorio de Biofisica Molecular se ha logrado determinar la estructura
de 2 de las 3 ficobiliproteinas presentes en Gracilaria chilensis: ficoeritrina (Contreras-
Martel y colaboradores, 2001) y ficocianina (Bunster y colaboradores, en preparacion),
ambas mediante la técnica de difraccion de rayos X. A su vez, otros autores han
obtenido las estructuras de ficobiliproteinas de otras especies, y han formulado modelos

de interaccion entre ellas (Schimer y colaboradores, 1986; Stec y colaboradores, 1999;



Wang y colaboradores, 2001), sin embargo esos modelos son especulativos pues no
generan un modelo estructural tangible, debido a que no se realiza un estudio estructural
detallado de interaccion entre las proteinas. Se conoce la estructura tridimensioan (3D)
de las ficobiliproteinas que forman la varilla y ademas se conoce a través de ensayos
bioldgicos el tipo de asociacion (microscopia electronica) entre las ficobiliproteinas.
Basados en esa informacion es posible realizar estudios bioinformaticos para predecir la
asociacion entre éstas 2 proteinas, mediante la técnica de ““docking” proteico”, que
permite predecir de manera efectiva la interaccion espacial de 2 proteinas como ya se ha
visto en un numero creciente de publicaciones (Elcock y colaboradores, 2001; Chen y
colaboradores, 2002; Halperin y colaboradores, 2002; Janin y colaboradores, 2003).
Ademas esta técnica hace que sea un requisito el conocimiento de la estructura

tridimensional de las proteinas involucradas.

Se han descrito varios programas de “docking” proteico (Janin y colaboradores,
2003), todos ellos fijan una de las proteinas en el espacio, llamada proteina receptora, y
la segunda proteina, proteina ligando, es rotada y trasladada alrededor de ella para
lograr el ajuste. Este proceso se realiza en 6 dimensiones, 3 dimensiones de traslacion y
3 dimensiones de rotacion de la proteina ligando (Chen y colaboradores, 2003). El
niumero de soluciones generadas pueden ser infinitas por lo tanto los programas de

9999

““docking”” realizan una primera aproximacién limitando los movimientos de rotacion
y traslacion (Janin y colaboradores, 2003). Los programas de ‘“docking” han
evolucionado desde sus inicios para disminuir el costo computacional y el tiempo de
calculo, utilizando para esto, por ejemplo, Transformada rapida de Fourier (Camacho y

colaboradores, 2003) y reduciendo los grados de libertad de cada aminoacido,

considerando entonces la proteina como un cuerpo rigido.



Uno de los aspectos mas importantes en la utilizacién de estos métodos reside en
el sistema de evaluacion de los modelos generados, es decir en el algoritmo utilizado
para evaluar cada modelo y el peso asignado a cada pardmetro para entregar finalmente
una lista con los modelos de interaccion ordenados de acuerdo a puntaje. Con respecto a
esto es entonces donde reside la gran diferencia entre los distintos programas de

“docking” proteico.

Los programas de “docking” mds simples utilizan solo un criterio geométrico
(Ben-Zeev y colaboradores, 2003) para evaluar las soluciones considerando sélo la
complementariedad geométrica, pues este pardmetro es muy importante para complejos
proteina-proteina estables en el tiempo (por ejemplo, subunidades de una proteina con
estructura cuaternaria). Sin embargo este criterio no es muy adecuado para proteinas
que no poseen estructura cuaternaria, o de interaccion transiente. Nuevas funciones de
evaluacion involucran, ademas de la complementariedad geométrica, la
complementariedad electrostatica y la hidrofobica (Chen y colaboradores, 2003;
Camacho y colaboradores, 2002; Camacho y colaboradores, 2003), los cuales permiten
permiten simular mds eficientemente los factores involucrados en la interaccion
proteina-proteina. Ademas de los pardmetros ya mencionados, es necesario considerar la
desolvatacion (Baker y colaboradores 2003; Camacho y colaboradores, 2000; Camacho
y colaboradores 2003; Chen y colaboradores, 2003, Mendez y colaboradores 2003),
pues para que dos proteinas interaccionen entre si, las superficies de las interfases deben
desolvatarse. Para simular este evento, los programas de “docking” han afrontado el
problema desde un punto de vista estadistico que consiste en hacer mediciones de

energia libre de desolvatacion en un conjunto de complejos de estructura conocida, ya

10



sea por métodos semiempiricos o ab initio, utilizando mecanica cudntica. En general
este método se llama ACE (Atomic Contact Energy) y consiste en calcular la diferencia
de AG de formacion de la interaccion entre el contacto atomo proteina — atomo agua, y
el AG de formacion de la interaccion atomo proteina — atomo proteina (Zhang y
colaboradores, 1997). Este estudio entrega un valor promedio de ACE para cada dtomo
de los 20 aminoacidos; desde donde es posible predecir qué parte de la superficie de la
proteina es mas facil de desolvatar, y por lo tanto qué porcion de la superficie tiene mas

posibilidades de interaccionar con otra proteina.

Una metodologia nueva e innovadora consiste en  hacer estudios de
desolvatacion de modo més exhaustivo usando solvente explicito en las simulaciones.
Aunque en este caso el gasto computacional es mayor, puede entregar resultados mas

asertivos que los por la metodologia de ACE (Gonzalez-Nilo, en preparacion).

Uno de los problemas mas grandes de la metodologia de “docking” es la
cantidad de informacion generada. Resultados experimentales muchas veces permiten
acotar el area de busqueda e incorporar datos en los parametros utilizados para el
calculo (por ejemplo, la importancia de ciertos aminodcidos para que la dimerizacion
ocurra). La forma mds evidente es forzar a que ciertos aminoacidos (definidos por
ensayos experimentales) estén en la interfase, o hacer que nunca lo estén: ambas
situaciones simultdneamente son usadas habitualmente para definir un area de busqueda
mas acotada (Chen y colaboradores, 2003). Asi, mezclando los datos experimentales
juntos a los de probabilidad de desolvatacion, es posible acotar el area de busqueda,

disminuyendo el tiempo de célculo, y hacer un poco mas exhaustivo la busqueda.
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Debido a que las proteinas son consideradas como cuerpos rigidos, una vez
realizado el “docking”, se debe ejecutar una minimizacion energética del sistema, que
nos entregue la conformacidon correspondiente al minimo energético global. Para
conseguir esto, existen varios protocolos y metodologias, las cuales van desde simples
minimizaciones energéticas por “Steepest Descent” hasta complejas metodologias ab
initio de mecénica cuantica (Van der Spoel, 2004). Sin embargo, el costo computacional
es tan alto en este Gltimo caso que es virtualmente imposible utilizar mecénica cuantica
para simular eventos en una proteina completa. Para solucionar este problema se
utilizan aproximaciones que involucran simplificaciones de la metodologia cuantica,
las que consisten en reemplazar esta metodologia por su antecesora: la mecanica clasica,

que en este nuevo contexto, se denomina mecanica molecular (Steinbach, 2003).

Una de las grandes diferencias entre mecanica clasica y mecanica cudntica, es
que esta ultima es probabilistica y, como su nombre lo indica, cuantizada, es decir, tanto
la energia como la posicion de una particula estd definida en cuantos discretos, a
diferencia de la mecénica clasica, en que todo es un continuo, por lo cual es facil seguir
la trayectoria de un evento, y conocer la energia que posee la particula en cada uno de
sus estados del movimiento. La mecanica cudntica, en cambio, segun el principio de
incertidumbre de Heisenberg, no permite conocer la posicion y el momento de una
particula con precision infinita en un mismo tiempo (Steinbach, 2003). Sin embargo, a
temperaturas iguales o mayores que la temperatura ambiente (300 K) los cuantos
discretos se acercan tanto unos a otros, que es posible considerarlos como continuos, y
ésta es la principal razoén por la cual es posible utilizar mecanica clasica en las
simulaciones, pues a este nivel, un sistema analizado de forma clasica y cudntica se

observaria, practicamente, de igual forma. La metodologia con mecénica cuantica sera
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sin duda la eleccion en sistemas con pequefio numero de dtomos, y con certeza en el
futuro serd también la eleccién para sistemas mas complejos, siempre y cuando la
tecnologia de los procesadores de los computadores siga creciendo al ritmo con el cual
se ha desarrollado en los ultimos afos. En la actualidad, es posible realizar estudios
mezclando ambas metodologias, para lo cual, so6lo el sitio de interés de la proteina, por
ejemplo un sitio activo de una enzima, se trata con mecanica cudantica, y el resto de la

proteina con mecanica clasica (Steinbach, 2003; Van der Spoel y colaboradores, 2004).

Con todo lo descrito hasta este punto, puede decirse que es posible conocer la
manera estructural mediante la cual interaccionan dos proteinas, sin necesidad de tener
la resolucion estructural del complejo dada las estructuras de cada una de las proteinas
que componen el sistema: la bioinformatica, junto a datos experimentales, proporciona
las herramientas para solucionar este problema. Entonces, conocidas las estructuras de
las ficobiliproteinas ficocianina y ficoeritrina de Gracilaria chilensis, es posible
formular un modelo de interaccion entre ellas en una varilla del ficobilisoma, y asi
encontrar una explicacion a nivel estructural, de la alta eficiencia cuantica observada en
la conduccién de luz a través de ella. El problema no es menor, pues el modelo consiste
en lo que hemos definido como “varilla minima”, compuesta por 2 ficoeritrinas y 2
ficocianinas, lo que involucra los 3 tipos de interacciones presentes en una varilla del
ficobilisoma de Gracilaria chilensis: interaccion ficocianina — ficocianina; ficocianina —
ficoeritrina; y ficoeritrina — ficoeritrina. Este modelo de 4 proteinas debe ser afrontado
en realidad como la interaccion de 48 proteinas, pues este es el nimero de subunidades
en total que participan. He aqui la gran diferencia con respecto a los modelos de
interaccion antes propuestos, que s6lo consideraban interacciones de 2 ficobiliproteinas

como cuerpos rigidos y entes independientes. Sin embargo en esta tesis, al modelo
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rigido le sigue un proceso de minimizacion energética en el cual estamos considerando
el efecto que puede generar una proteina sobre otra al estar interaccionando con lo cual
se logra entonces obtener el modelo de interaccion de ficobiliproteinas mas completo,

desde el punto de vista metodologico, que aquellos formulados hasta la fecha.

El modelo estructural propuesto debe dar cuenta de las observaciones
experimentales desde el punto de vista, es decir, su alta eficiencia asi como el tiempo
que tarda la luz en circular por las ficobiliproteinas. El modo mediante el cual es
transmitida la luz a través de esta varilla es por el fendémeno conocido como FRET
(transferencia de energia por fluorescencia en resonacia) el cual es representado por la
ley de Forster que nos permite calcular entonces valores para constantes de transferencia
de luz entre pares de cromodforos. En todos los trabajos previos las vias de conduccion
de luz para ficoeritrina fue estimada integramente en base a distancias y no por el
calculo de estas constates, lo que hace de este trabajo entonces el primer modelo

completo desde el punto de vista estructural asi como funcional.
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2.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Dadas las estructuras cristalograficas de los componentes de las varillas de los
ficobilisomas de Gracilaria chilensis, es posible generar un modelo de interaccion entre

ellas que expliquen la alta eficiencia cudntica de conduccion de luz en éste sistema.

OBJETIVO GENERAL

Generar un modelo de interaccidon entre los componentes de las varillas de los

ficobilisomas de Gracilaria chilensis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

9N

e Estandarizacion de una metodologia de "“docking proteico para
ficobiliproteinas
e [Estandarizacion de una metodologia de dindmica molecular para optimizar

resultados de “docking” proteico

e Postulacion de vias preferenciales de conduccion de luz en el modelo generado
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3.- METODOLOGIA

Antecedentes

La bioinformatica constituye la metodologia de eleccion para el desarrollo de
esta tesis ya que permite postular un buen modelo estructural de interaccion de
ficobiliproteinas en una varilla del ficobilisoma de G. chilensis, con el objeto de
proponer una explicacion estructural de la alta eficiencia en la conducciéon de luz a lo
largo de esta varilla. Para ello es necesario utilizar programas computacionales que
tienen la capacidad de generar modelos de interaccion de proteinas (“docking”
proteico), minimizaciones energéticas de modelos de proteicos (dindmicas moleculares)
y postular vias preferenciales de conduccion de luz (metodologia mecano cuantica semi

empirica).

Los programas utilizados en este estudio se ejecutaron bajo sistema operativo
Linux (Linux Mandrake 10.0), excepto para el calculo de vias preferenciales de

conduccion de luz que se ejecutd bajo sistema operativo Windows XP ®.

Los objetivos especificos constituyen etapas que se realizaron de manera

secuencial, por lo tanto se incluye en algunas de ellas, un diagrama de flujo con el

objeto de esclarecer la interrelacion entre las distintas etapas.
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Figura 3: Diagrama de flujo del proyecto. En colores se distinguen los 3 objetivos
especificos. En rojo se enmarca el primer objetivo especifico “Estandarizacion de una
metodologia de “docking” proteico para ficobiliproteinas”. En azul el segundo objetivo
especifico “Estandarizacion de una metodologia de dindmica molecular para optimizar
resultados de “docking” proteico”, y en fucsia se observa el tercer objetivo especifico
“Postulacion de vias preferenciales de conduccion de luz en el modelo generado”. (PC:
ficocianina; PE: ficoeritrina; MD: dindmica molecular; FF: campo de fuerza)
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3.1 Estandarizacion de wuna metodologia de
ficobiliproteinas

Esta etapa estd representada en la Figura 4.

“docking” proteico para

(re) ;
Eleccién

software

“docking”

“docking

@

& o

Alineamiento estructural

Figura 4. Diagrama de flujo de estandarizaciéon de metodologia de “docking” de

ficobiliproteinas.

3.1.1 Estructura de PC y PE

Se utilizaron las estructuras de las ficobiliproteinas R-Ficoeritrina (c6digo PDB:

leyx; Contreras-Martel y colaboradores, 2001) y C-Ficocianina (codigo PDB: 4TST;

Bunster y colaboradores 2005 en preparacion), ambas de Gracilaria chilensis, y

determinadas en el laboratorio de Biofisica Molecular de la Universidad de Concepcion.

18



Figura 5. Estructura de las ficobiliproteinas de Gracilaria chilensis componentes de la
porcidn de varillas. A: ficoeritrina; los cromoforos ficoeritrobilina se destacan en verde,
y ficourobilina en azul. B: ficocianina; el cromodforo ficocianobilina se destaca en
amarillo.

3.1.2 Seleccion del programa de “docking”

Para poder realizar un estudio de “docking” de proteinas, se selecciond el
programa de “docking” adecuado para el problema, considerando en la busqueda la
informacion generada en el ultimo evento CAPRI (Critical Assessment of PRediction of

Interactions) (http://capri.ebi.ac.uk/) (Janin y colaboradores, 2003), que evalta a los

software mediante una prueba donde se hacen competir a los distintos grupos que crean
estos softwares, intentando predecir la correcta asociacion entre 2 proteinas para generar

un complejo proteina-proteina.
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En base a los resultados obtenidos en este andlisis, se tomo la decision sobre que
software de “docking” se utilizara en este trabajo. El software seleccionado es ZDOCK

y el detalle de su eleccion se describe en el capitulo de “discusion”.

3.1.3 Protocolo de “docking”

El “docking” proteico es una técnica efectiva para predecir interaccidon entre
proteinas, siempre y cuando se posean conocimientos previos sobre interaccion entre las
proteinas estudiadas. El procedimiento se realizd6 en dos etapas con el objeto de
incorporar la informacion previa disponible y de este modo producir un modelo

confiable de interaccion de proteinas.

3.1.3.a Restriccion del espacio de blisqueda

Una vez seleccionado el software, se utilizdo la informacion experimental
disponible para acotar el area de busqueda, y luego para seleccionar los modelos
apropiados de entre los resultados generados por un software de “docking”. Esta etapa
es fundamental ya que un software de “docking” puede entregar miles de soluciones
posibles para la interaccion entre dos proteinas, y los criterios biologicos y resultados

experimentales permiten una discriminacion valida.

La restriccion del area de busqueda se hizo de acuerdo a las fotografias de
microscopia electrénica de transmision, que muestran una interaccion tipo “back to

back™ entre las ficobiliproteinas (Lundell y colaboradores, 1981; figura 6), lo que junto
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al analisis estructural realizado con SwissPDBViewer (Guex y colaboradores, 2003) en
el cual se identificaron aminodcidos pertenecientes a la superficie, permitio seleccionar
las regiones con posibilidades de interacciéon y por lo tanto reducir el tiempo de

busqueda.

Figura 6. Micrografia electronica de wvarillas de ficobilisomas. Se observan
interacciones “back to back” entre las ficobiliproteinas (Lundell y colaboradores, 1981).

El software ZDOCK (Chen y colaboradores, 2003), seleccionado para llevar a
cabo este estudio, permite agregar la informacion recopilada antes de realizar el
protocolo de “docking” entre proteinas. La ejecucion de ZDOCK se realizd en un
computador Pentium IV con un procesador de 2.0 GHz de velocidad, 1 GB de memoria
RAM, y con sistema operativo Linux Mandrake 10.0. A este software se puede también
acceder a través de un servidor localizado en la Universidad de Boston

(http://zdock.bu.edu).

El procedimiento de “docking” se realizd a un paso angular de 15° con

restriccion del area de busqueda y con un reporte de los 500 primeros modelos de
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interaccion. Mas informacién sobre el uso del software ZDOCK se puede encontrar en

el Apéndice 1 de esta tesis.

3.1.3.b Evaluacion de resultados

Los modelos generados por ZDOCK se analizaron con el objetivo de seleccionar
solo aquellos consistentes con las observaciones experimentales y con criterios

geométricos y energéticos.

Se usaron 3 criterios de evaluacion:

a) Evaluacion visual
b) Complementariedad geométrica

¢) Interacciones hidrofobicas

Evaluaciéon visual: utilizando el programa de visualizacion SwissPDBViewer, se
seleccionaron so6lo aquellos modelos que presentaban la conformacion “back to back”
observada experimentalmente por microscopia electronica (Lundell y colaboradores,
1981). Todos los modelos seleccionados en base a este criterio fueron luego evaluados

por los otros dos criterios.

Evaluacién geométrica: permitio discriminar entre los modelos ya seleccionados

considerando el nimero de aminoécidos integrados en la interfase que denotan una

mayor area de interaccion, y por ende mayor complementariedad geométrica.
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Evaluacion hidrofobica: permitio determinar el porcentaje de los aminodcidos
hidrofobicos presentes en la interfase, dato importante si se considera que en complejos
estables en el tiempo se observa una gran cantidad de interacciones del tipo hidrofébicas
(Vasker y colaboradores, 1994). Usando el software SwissPDBViewer se seleccionaron
todos los aminodcidos encontrados en la interfase de la ambas proteinas, se cre6 un
nuevo archivo pdb con estos datos y se cuantifico el porcentaje de aminoacidos
hidroféobicos en el total. A mayor porcentaje de aminoécidos hidrofébicos, mayor es la

interaccion de este tipo.

Este procedimiento se realizd, como se menciond anteriormente, para los 3 tipos
de “docking” necesarios para generar una varilla minima: PC — PC; PC — PE; y PE —

PE.

3.1.4 Construccion de un primer modelo de varilla

Una vez obtenidos los 3 complejos ideales a partir del “docking” rigido, se
procedi6 a armar el modelo “rigido” de la varilla, por simple alineamiento estructural de
la ficobiliproteina redundante de cada complejo (una de las C-PC con la C-PC del
complejo C-PC — R-PE, y luego la R-PE de este con otra del complejo R-PE — R-PE),
utilizando el software SwissPDBViewer (Guex y colaboradores, 2003). Luego, se editd
manualmente el nuevo archivo pdb generado para eliminar la proteina redundante en
cada caso. A este modelo se le denomin6 “modelo rigido”, debido a que como ya se
menciono, en el “docking” de proteinas sus estructuras se consideran como cuerpos

rigidos.
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3.2 Estandarizacion de un protocolo de dinamica molecular para optimizar
resultados de “docking” proteico

Esta etapa permite optimizar el modelo rigido desde un punto de vista
estructural, ya que cuando dos proteinas interaccionan, ellas sufren algunos cambios
conformacionales, especialmente en los aminodcidos de la interfase, o en algunos casos,
cambios mas drasticos en zonas alejadas. Ademas es necesario refinar las distancias
inter-atdmicas generadas por el procedimiento de “docking”, que resultan a veces mas

cortas de lo permitido (Krippahl y colaboradores, 2003).

El procedimiento de dinamica molecular se aplicé al modelo rigido con el

objetivo de buscar un minimo energético global de acuerdo al diagrama de flujo

indicado en la figura 7.
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Figura 7. Diagrama de flujo que muestra el trabajo a realizar para llevar a cabo la
optimizacidon del modelo rigido por medio de una dinamica molecular (MD: dindmica
molecular; FF: campo de fuerza).
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Los campos de fuerza utilizados en esta optimizacion requieren la definicion de
todos los atomos participantes en el calculo. En general estos estan definidos para todos
los aminoacidos y grupos que comunmente estan presentes en las proteinas. Sin
embargo las ficobiliproteinas presentan los grupos cromoforos y una asparragina
metilada en la posicion B72 que no se encuentran definidas. Por esta razon fue necesario
crear las topologias para estos grupos para cada campo de fuerza utilizado en este

estudio.
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Una vez creadas las topologias requeridas se eligidé el mejor campo de fuerza
presente en GROMACS (Van der Spoel, 2004) capaz de optimizar modelos generados
por “docking” de proteinas. Se procedi6 a realizar un “docking” enlazado de proteinas
(Elcock y colaboradores, 2001) con el cual se discrimina entre los campos de fuerza
encontrando aquel que es capaz de reconstituir de mejor manera un complejo
cristalografico a partir de un complejo generado por “docking”. Con estos resultados se
procedi6 a realizar la dindmica molecular de la”varilla rigida” con el campo de fuerza
adecuado. Una vez terminado el proceso, se evalud estructuralmente el modelo
generado. Una vez validado el modelo, se realiz6 la evaluacion funcional, dada por la
postulacion de vias preferenciales de conduccion de luz a través de la varilla. La

metodologia detallada de estas etapas es explicada a continuacion.

3.2.1 Generacion de topologias

La creacion de topologias involucra la definicion completa de cada compuesto,

donde debemos definir:

- tipo de atomos que lo componen

- cargas parciales en los atomos del compuesto
- enlaces entre los atomos del compuestos

- angulos entre los atomos

- angulos dihedros propios e impropios

- interacciones tipo Van der Waals que no estén definidas
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La Figura 8 muestra la estructura de uno de los cromoforos y la nomenclatura

para cada uno de los atomos que requieren definicion.
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Figura 8. Esquema del cromoforo ficocianobilina. Se indican los nombres de los
atomos (no hidrogenos) de acuerdo a como se denominan en los archivos de
coordenadas (PDB)

Un archivo de topologias entrega toda la informacion estructural de este
compuesto al programa, pues de otro modo, s6lo lo consideraria como puntos discretos
en el espacio sin relacion unos con otros y sin saber coémo interactuarian al estar

cercanos a otros.

Para la creacion de topologias se wutilizd el servidor PRODRG

(http://davapc1.bioch.dundee.ac.uk/programs/prodrg/prodrg.html)  (Schuettelkopf vy

colaboradores, 2004), al cual se ingresaron las coordenadas PDB del compuesto. Este
servidor entregd la informacion topologica valida para una serie de softwares, entre
ellos para GROMACS (Van der Spoel, 2004), para el cual entrega un archivo completo

con informacion necesaria para definir topoldgicamente nuestro compuesto en el campo
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de fuerza Gromos87 o ffgmx, como se denomina en GROMACS, pero no para el resto
de los campos de fuerza, uno de los cuales, OPLS/AA (ffoplsaa) posee hidrogenos
explicitos. Alli esta contenida la informacion necesaria sobre cada 4tomo, tal como tipo
de atomo y carga y la informacion enlazante necesaria para una definicién topologica,

donde es importante especificar:

a) enlaces: se deben definir todos los enlaces covalentes que presente el
compuesto. En la figura 8 se puede apreciar como ejemplo el enlace
dado entre CAC y C3C. En este caso los enlaces se consideran como
resortes o elasticos que unen a dos esferas las que pueden acercarse y

alejarse una de otra, como se muestra en la figura 9.
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Figura 9. Esquema de un enlace junto a su grafico de energia potencial. Se aprecia
como existe un largo de enlace distinto de cero que esta en el equilibrio, generando en
dicha posicién un minimo de energia potencial (b’ distancia Optima de enlace; V:
energia potencial del enlace; r: longitud del enlace). Imagen obtenida desde el manual
de GROMACS.
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b)

Angulos: se deben definir todos los angulos formados por los atomos
unidos por enlaces covalentes, lo que ingresa la geometria que
presenta la molécula. Un ejemplo es el angulo formado por los
enlaces entre los atomos CAC — C3C y C3C - C4C en la figura 8. Al
igual que para los enlaces, se consideran 3 esferas unidas por un

resorte o elastico (figura 10)
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Figura 10. Esquema de un angulo formado por 3 4tomos enlazados junto a su grafico de
energia potencial. En el grafico podemos observar como existe un angulo en el cual el
minimo de energia potencial es alcanzado. Este valor del angulo dependera del tipo de
atomos que estén participando (0o: dngulo Optimo; V: energia potencial del angulo; 6:
angulo medido). Imagen obtenida desde el manual de GROMACS.

Angulos dihedros impropios: se deben definir todos los angulos
dihedros impropios presentes en la estructura del compuesto (por
ejemplo, el angulo formado por los 4tomos C3B - C4B - C2B — CAB
en la figura 8). Un angulo dihedro impropio se define como el angulo

formado por los planos ijk y jkl (figura 11)
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Figura 11. Esquema de las 3 formas en las cuales podemos encontrar un dngulo dihedro
impropio, junto a su grafico de energia potencial. El angulo es la medida de los planos
jk y jkl. (V: energia potencial; & medida del dngulo dihedro impropio). Imagen
obtenida desde el manual de GROMACS.

d) Angulos dihedros propios: miden interacciones entre los atomos 1y
4 que forman estos angulos (figura 12, atomos 1 y 1). Todas estas
interacciones deben ser definidas, y la manera correcta de hacerlo es
por inspeccion visual, rotando la estructura de manera de dejar
eclipsados los atomos centrales (j y k), y ver si los &tomos 1 y 4 (iy 1)
estan hacia el mismo lado (cis) o en lados opuestos (trans). El angulo
esta dado por los planos ijk y jkl.(Por ejemplo el angulo formado por

los atomos C4B - C3B - CAB - CBB de la figura 8.
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Figura 12. Esquema de un éangulo dihedro propio junto a su grafico de energia
potencial. La periodicidad esta dada por el valor del cos ¢ (V: energia potencial; ¢:
angulo formado por los planos ijk y jkl).

e) Interacciones de Van der Waals no definidas: estas interacciones de
tipo no enlazante deben ser definidas de acuerdo al tipo de 4&tomo que
participe en particular. Més informacién esta disponible en el

Apéndice 2 este documento.

3.2.2 Evaluacion de campos de fuerza para reconstitucion de complejos creados
mediante “docking” de proteinas

En la literatura no existe informacion que apoye el uso de algiin campo de fuerza
especifico para las simulaciones que involucran la optimizacion de modelos generados
por “docking” de proteinas. Esto hizo necesaria la evaluacion de los campos de fuerza
disponibles con el objeto de seleccionar el més adecuado. Un campo de fuerza
(ecuacion 1) es aquella ecuacion que permite evaluar el sistema en estudio desde el

punto de vista de su energia, considerando los 4&tomos como esferas unidas por resortes
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y tratadas bajo las leyes de la mecanica clasica. El campo de fuerza involucra tanto las
interacciones enlazantes como las no enlazantes.

Ecuacion 1:

V(R) = Ve (R) + Vnoenlazado (R)’

nlazado

Ve,,,mdg(?e)z(zk,<1—10)2+ Y ky(0-6,) + Y k,(@—@,) + Y A,[1+cos(ng —¢,)]

enlace dangulos impropios torsion

: 12 . 6
v, Ry=Y i i 9.4,
noenlazado (R) = 8,-- LA —2 v —+ 77
oenlaz ij
i<j 7y vy 4re g,r;

Se trabajo con el software GROMACS (Van der Spoel, 2004), para realizar los

calculos de mecéanica molecular. Este programa es muy versatil, pues permite una
velocidad de calculo 10 veces mas rapida que otros programas, permite tratar cada
aminoacido de una proteina por separado, y posee variadas herramientas de analisis. Se
ejecutd bajo sistema operativo Linux (ver Apéndice 3), lo que abre la posibilidad de

paralelizar el programa y en el futuro ejecutar el calculo en un cluster si fuese necesario.

Como GROMACS permite la utilizacion de 5 campos de fuerza diferentes
(Gromos87, Gromos96, Gromos96 con correcciones hidrofobicas, Gromos96 para vacio
y OPLS/AA; Van der Spoel, 2004), se hizo necesaria la eleccion del campo de fuerza

adecuado al estudio aqui presentado.

El campo de fuerza se selecciond realizando un ““docking” enlazado”,
utilizando para ello el heterodimero aff de ficocianina de Gracilaria chilensis, es decir,

un “docking” en el cual se conoce la solucion (estructura del complejo) (figura 13). Se

realizo el “docking” entre las subunidades o y B de ficocianina de Gracilaria chilensis
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con el programa ZDOCK, exactamente igual a como lo hariamos para las
ficobiliproteinas completas, siguiendo el protocolo descrito anteriormente (seccion 2.1).
Se asumid que ningun software de “docking” era capaz de generar un modelo idéntico
al observado cristalograficamente. Por lo tanto un software de mecénica molecular con
el campo de fuerza correcto deberia ser capaz de regenerar la conformacion observada
experimentalmente. El motivo de usar las subunidades o y P de ficocianina de
Gracilaria chilensis se debe a que es un sistema estable en el tiempo, y que ademas
posee los grupos cromoéforos. Para cada campo de fuerza se utilizdé la topologia

especifica.

Complejo
cristalino af3

ZDOCK

Subunidad o Subunidad B

Complejo
reconsituido por
ZDOCK

Figura 13.Esquema del “docking” dirigido. Se posee el complejo cristalografico el cual
es separado en sus dos componentes, y luego ZDOCK debe reconstituirlo.
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Una vez obtenido el modelo de “docking” rigido de las subunidades alfa y beta
de ficocianina de Gracilaria chilensis por ZDOCK, se realizd una dinamica molecular

del complejo utilizando el siguiente protocolo (Van der Spoel, 2004):

- Minimizacidn energetica (“steepest descent™)
- Dinamica de pre equilibrio por 50 ps a 300 K
- Dinémica sin restricciones por 400 ps a 300 K

- Minimizacidn energética (“steepest descent™)

Los procesos de dinamica molecular se monitorearon por su RMSD (“root mean
square desviation”), que es la medida de comparacion entre las posiciones de los
atomos a cada instante con respecto a la estructura original (Maiorov y colaboradores,
1995), y por sus energias potenciales (Steinbach, 2003). Estos dos valores permiten
evaluar si las estructuras han convergido a una que sea la mas estable, es decir, a la

estructura correspondiente al minimo energético global.

Una vez analizados todos los campos de fuerza disponibles, se eligido el que
proporcion6d los mejores resultados para este problema de “docking” proteico, que
resulté ser OPLS/AA o ffoplsaa como se denomina en GROMACS, y en el capitulo de

“resultados”.
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3.2.3 Dinamica molecular del modelo de varilla rigida

La Dinamica Molecular del modelo de varilla rigida se realizé utilizando el
campo de fuerza “ffoplsaa” escogido en la etapa anterior. El protocolo seguido es el

mismo utilizado en el estudio de reconstitucion del “docking” enlazado, o sea:

- Minimizacidn energética (“steepest descent™)
- Dinamica de pre equilibrio por 30 ps a 288 K
- Dindmica sin restricciones por 200 ps

- Minimizacidn energética (“steepest descent™)

En este caso en la etapa de dindmica molecular sin restricciones, se desarrolld un
protocolo de “simulated annealing” (Filizola y colaboradores, 1997; Van der Spoel,
2004), mucho mas exhaustivo en la busqueda del minimo energético global. La

temperatura de calculo usada a los distintos tiempos se muestra en la Tabla 1.

0a10ps 10a150 ps | 1502190 ps | 190 a 200 ps
Proteina 288 - 303 303 - 303 303 - 288 288 - 288
CcYC 288 288 288 288
CYE 288 288 288 288
CYU 288 288 288 288
SOL 288 - 303 303 - 303 303 - 288 288 - 288
Na+ 288 - 303 303 - 303 303 - 288 288 - 288

Tabla 1. Temperaturas usadas (K) durante la dindmica molecular para cada uno de los
componentes del sistema (CYC: cromoéforo ficocianobilina; CYE: cromoforo
ficoeritrobilina; CYU: cromoforo ficourobilina; SOL: solvente (agua); Na+: iones sodio
para neutralizar la carga del sistema).

El protocolo de simulated annealing consiste en calentar todo el sistema, menos

los cromoéforos desde 288 a 303 K, para luego enfriar a la temperatura inicial, debido a
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que los cromoéforos, a temperaturas mayores a 290 K adquirian una conformacion
distinta a la observada cristalograficamente, lo que potencialmente puede alterar los
calculos posteriores de vias preferenciales de conduccion de luz. La temperatura
utilizada, 288 K, es la temperatura promedio del agua de mar en las costas de la octava

region, ambiente en el cual se encuentra el alga Gracilaria chilensis.

Al igual que en el caso de la busqueda del campo de fuerza adecuado, la
dindmica molecular se monitored a través del valor de RMSD (Maiorov y
colaboradores, 1995) y su energia potencial (Steinbach, 2003) en busca de Ia

convergencia hacia el minimo global.

La estructura generada posterior a la Dindmica Molecular se evalud
estructuralmente, utilizando el grafico de Ramachandran (Laskowski, 2004), donde se
espera que al menos el 85% de los aminodcidos se encuentre en regiones permitidas
(Laskowski, 2004). Los amino acidos que se encontraron fuera de las zonas permitidas
se ajustaron manualmente y se sometid la molécula una minimizacion utilizando

“Steepest Descent” en el mismo programa.

3.3 Postulacion de vias preferenciales de conduccion de luz en el modelo generado

El modelo estructural propuesto debe ser capaz de explicar la alta eficiencia de

conduccion de luz observada en una varilla del ficobilisoma.

La transferencia de luz en una varilla del ficobilisoma ocurre mediante el

fenomeno conocido como FRET (transferencia de energia en resonancia) y puede ser
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cuantificada de acuerdo a la teoria de Forster que define constantes de transferencia
entre un par de cromoéforos dador y aceptor a través de la ecuacion 2

Ecuacion 2: .

F (M)A, (DA dA
91n10 K’pi D€, ! p (M4,
X X

= X
1287° N ;n*  R°pa T,

DA

TFD (A)dA

(Kpa: constante de transferencia de energia; N,: N° de Avogadro; n: indice de refraccion
del medio en el cual se encuentra el par de croméforos dador y aceptor; kpa: factor de
orientacion; Rpa: distancia en A del par de cromdforos dador y aceptor; ®p: rendimiento
cudntico del cromoéforo dador; €a: absortividad molar maxima del cromoéforo aceptor;
To: tiempo de vida media de fluorescencia del cromdforo dador en ausencia de un
aceptor)

Esta ecuacion puede ser resumida en cuatro términos:
— * * *
K, =C*G*S*]

Donde C agrupa todas las constantes; el término G, corresponde al factor
geométrico entre los pares de cromoforos dador y aceptor; S involucra las propiedades
espectroscopicas del par de cromoéforos dador aceptor; e I corresponde a las integrales

de solapamiento de los espectros del dador y el aceptor.

El célculo de la constante de energia en transferencia (Kpa) para las vias intra e
inter ficoeritrina, asi como inter ficoeritrina y ficocianina, se realizd usando una version
modificada de la ecuacion de Forster (ecuacion 3), ya que no se disponia de los valores
de rendimiento cudntico, absortividad molar méxima e integrales de solapamiento para

Ficocurobilina y Ficocoeritrobilina.
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Ecuacion 3:

Kpa = (K/tp)(Ro/R)® k : Factor de orientacion
tp : Vida media del cromoforo dador
El factor de Rri®udioidnFicstse calculd semi empiricamente en Gaussian98®
R : Distancia entre cromo6foros
usando el método mecanocuédntico semi-empirico PM3 (Frisch y colaboradores, 2002),
de acuerdo a la ecuacion 4:

Ecuacion 4:

K=Mtp- Ma -3 (Up - Tpa )(Ha * Tpa)

donde pp y pa son vectores unidad que describen la direccion de los momentos
dipolares del par de cromo6foros dador y aceptor, y rpa es el vector unidad que describe
la direccion de la linea que conecta los centros de masa de los cromodforos que
interactiian. El Radio de Forster, Ry, esta definido como la distancia entre el par de
cromoéforos dador y aceptor a la cual la eficiencia de la transferencia de la energia es
igual al 50%. Este tltimo valor ha sido aproximado a 50 A en trabajos previos
(Duerring y colaboradores, 1991) y se ha observado que el uso de este valor es
aceptable y congruente con los resultados obtenidos usando la ecuacién completa para
ficociannina. No obstante, observaciones experimentales han mostrado que dicho valor
de radio de Forster puede oscilar entre 44 y 63 A (Debreczeny y col. 1995). La distancia
entre los cromoforos, R, se obtuvo de sus coordenadas desde el archivo pdb. El tiempo
de vida media de fluorescencia del cromé6foro dador en ausencia de un aceptor, tp, se

obtuvo de la literatura. (Otto y colaboradores, 2003).

El analisis de los valores de las constantes de transferencia entre cromoéforos,
con el software Maple 7®, permiti6 describir las vias preferenciales de conduccion de
luz en el modelo estructural propuesto. Para ello se tabularon los valores

correspondientes a cada para Dador-Aceptor y se escogieron las vias que presentaban

38



mayores Constantes y menores tiempos de transferencia de energia en resonancia,

considerando los valores reportados en la literatura para estos procesos in vivo.

NOTA: En el apéndice 4 de esta tesis estd la informacion relacionada con el uso de los

programas anteriormente mencionados.
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4.- RESULTADOS

4.1 Estandarizacion de wuna metodologia de “docking” proteico para

ficobiliproteinas

4.1.1 Eleccion del software de “docking”

Como se mencion6 en la metodologia, la primera parte del trabajo consistio en la
eleccion de un software adecuado para realizar “docking” proteico. Para este propdsito
se utilizé la informacion generada por el evento CAPRI (Janin y colaboradores, 2003), y

las caracteristicas propias de cada software.

Todo el software disponible y analizado se ejecutd bajo el sistema operativo
Linux a excepcion de Bigger (Krippahl y colaboradores 2003) que funciona en
Windows. Para ello se instalo el sistema operativo Linux Mandrake 10.0
(www.mandrakelinux.com), que posee una serie de librerias matematicas de calculo,
tales como transformada rdpida de Fourier, pre compiladas y de facil instalacion a

diferencia de otras distribuciones Linux.

El software seleccionado para realizar los estudios de “docking” de proteinas,
fue el software ZDOCK (Chen y colaboradores, 2003). En el capitulo de “discusion” se
puede encontrar mayor informacion acerca propiedades del software, asi como la

comparacion con otros softwares similares; mas detalles se incluyen en el Apéndice 1.
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4.1.2 “docking” de ficobiliproteinas

Se realizaron los 3 procedimientos de “docking” con ZDOCK necesarios para
obtener una conformacion de una varilla formada por 4 ficobiliproteinas: 2 ficoeritrinas

y 2 ficocianinas.

Un factor importante para la seleccion del mejor modelo de interaccion lo
constituye la evidencia experimental (figura 6), que indica una interaccioén del tipo
“back to back” entre las ficobiliproteinas en una varilla (Lundell y colaboradores, 1981).
Por este motivo, se selecciond por inspeccion visual de los 500 resultados entregados
por ZDOCK, con la ayuda del software SwissPDBViewer, s6lo aquellos complejos que
presentaban conformacion “back to back”. Los complejos seleccionados se analizaron
considerando sus interfases. Se desarroll6 con el objeto de analisis, un script (archivo de
comandos) para bash (intérprete de comandos en Linux y Unix) (figura 15), que
permitio obtener el numero de aminoécidos y el porcentaje de aminoacidos hidrofobicos
presentes en dicha superficie. No obstante, dicho script solo lee un archivo pdb que le
entreguemos, por lo que las superficies de interaccion deben ser definidas antes, por
ejemplo con SwissPDBViewer, definiendo, como en esta tesis, los aminoacidos
integrados en la interfase a aquellos de proteinas distintas que esten a menos de 5 A de

distancia.
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#! /bin/sh

### SCRIPT THAT CALCULATES THE NUMBER OF RESIDUES IN THE INTERFACE

### AND THE PERCENTAGE OF HIDROFOBIC RESIDUES

#H#4#

### ahora no es necesario tener un nombre especifico o archivo .pdb

### modo de uso:

### ./calculator2.0 archivo para analisis

### disfrutenlo

grep ""ATOM" ${1} > a

cut -c 18-26 a > Db

unig b > ¢

valuel="wc -1 ¢ | cut -c 1-3°

echo "@RQRECQRERECEEELERELRRLRQARLAELLRERRLQREELRQRGERERRERERE" > {1} interface.txt
echo "Andlisis de la interface del sistema ${1}" >> ${1} interface.txt
echo "@RQREEQRERECRELECRELREEERQAELQRELLRERMELREREEREERERREERE" >> ${1} interface.txt
echo "El nUmero de aminodcidos en la interface es" >> ${1} interface.txt
echo " Svaluel" >> ${1} interface.txt

cut -¢c 5 ¢ > e

echo "de una proteina son" >> ${1} interface.txt

grep A e > porsiaca

valuelOO="wc -1 porsiaca | cut -c 1-4°

echo " S$valuel00" >> ${1} interface.txt

echo "y de la otra son" >> ${1} interface.txt

grep B e > porsiacaz

valuelOl="wc -1 porsiaca2 | cut -c 1-4°

echo " $valuelOl" >> ${1} interface.txt

grep CYS ¢ >> d
grep ALA c >> d
grep VAL c >> d
grep LEU c >> d
grep ILE c >> d
grep PHE c >> d
grep MET c >> d
grep PRO c >> d
value2="wc -1 d | cut -c 1-3°

echo "QRQRRRERRRECREECRELCRRERRELRRRELRREERRREARRRRRRERERR" >> ${1} interface.txt
echo "de ellos son hidrofébicos" >> ${1} interface.txt

echo " S$value2" >> ${1} interface.txt

echo "de una proteina son" >> ${1} interface.txt

cut -¢ 5 d > £

grep A f > porsiaca3

valuelO2="wc -1 porsiaca3 | cut -c 1-3°

echo " Svaluel02" >> ${1} interface.txt

echo "y de la otra son" >> ${1} interface.txt

grep B f > porsiaca4

valuelO03="wc -1 porsiaca4 | cut -c 1-3°

echo " SvaluelO3" >> ${1} interface.txt

echo "QRQRRRERRRECREECRELRRRERRELRRRERERREERRREARRERRRRERERR" >> ${1} interface.txt
echo "@@Q gracias por utilizar calculator2.0 QQEE" >> ${1} interface.txt
echo "QRQRRRERRRECREECRELRRRERRELRRRELRREERRREARRRRRRERERR" >> ${1} interface.txt
echo "@EQREEQREEEE by dalmonac y maxfigue Q@EERQREEQRE" >> ${1} interface.txt

rm -f a
rm -f b
rm -f c
rm -f d
rm -f e
rm -f f

rm -f porsiaca
rm -f porsiaca?2
rm -f porsiaca3
rm -f porsiacad
cat ${1} interface.txt

Figura 14. Script en bash “Calculator2.0”. Ejecutable en ambiente UNIX o LINUX es
capaz de leer un archivo pdb y entregar los resultados tanto en pantalla como guardarlos

en un archivo de texto.
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A continuacidn se presentan los resultados para cada uno de los “docking” por

separado.

4.1.2.1 “docking” ficocianina — ficocianina

Se analizaron los 500 resultados proporcionados por ZDOCK a un paso angular

de 15°, seleccionandose solo aquellos que tuvieran la conformaciéon back to back. Los

complejos seleccionados junto con una caracterizacion de sus interfases se muestran en

la tabla 2.
aa hidrofobos|aa hidréfobos
aaenla | aaenla total aa en| , .
Complejo |superficie| superficie en la} en lz} la 7o aa hldl‘OfOb.OS en
superficie de | superficie de . la superficie
de A de B A B superficie

Complejol 172 173 53 53 345 30,72
Complejo2 170 171 50 51 341 29,62
Complejo3 184 187 58 62 371 32,35
Complejo4 168 175 47 55 343 29,74
Complejo5 164 171 46 53 335 29,55
Complejo6 171 174 52 53 345 30,43
Complejo7 167 171 48 46 338 27,81
Complejol0 175 168 55 52 343 31,20
Complejol1 155 158 44 44 313 28,12
IComplejo20 167 162 48 44 329 27,96
Complejo22 145 149 39 42 294 27,55
IComplejo26 162 165 43 49 327 28,13
Complejo27 143 140 43 37 283 28,27
Complejo57 146 139 35 34 285 24,21
IComplejo63 141 141 39 40 282 28,01

Tabla 2. Resultados de ‘“docking” ficocianina — ficocianina y andlisis de los
aminodcidos presentes en la interfase del complejo generado (aa: aminoacidos; A 'y B:
ficocianinas involucradas en el “docking”; la numeracion de los complejos senala el
ranking dado por ZDOCK). En negro se destaca el complejo con las mejores
caracteristicas para un complejo proteina — proteina estable en el tiempo.

Al observar estos resultados se puede apreciar claramente que las funciones de

evaluacion que posee ZDOCK en conjunto con las acotaciones del area de busqueda,
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son bastante eficiente, pues ya que se encontraron 15 complejos con la disposicion
“back to back”, y 8 de estos estan dentro de los 10 primeros lugares, lo que demuestra
su gran asertividad. El andlisis de las interfases muestra que el complejo 3 destaca en el
grupo, presentando el mayor nimero de aminoacidos integrados en la interfase, lo que
denota una mayor complementariedad geométrica, con un mayor porcentaje de
aminodcidos hidrofobicos en la interfase, lo que demuestra una mayor estabilizacion
por este tipo de interacciones. En consecuencia se eligio el complejo 3 como modelo de

interaccion entre ficocianinas.

4.1.2.2 “docking” ficocianina — ficoeritrina

Los resultados, obtenidos con un procedimiento similar al sefialado en 3.1.2.1 se

muestran en la tabla 3.

aa hidroéfobos |aa hidréfobos
aaen la aaenla Total de s
. . . en la en la % aa hidréfobos en
Complejo superficie| superficie . . aaenla R
superficie de | superficie de . la superficie
de A de B A B superficie
IComplejo2 127 134 49 44 261 35,63
Complejo4 122 137 45 43 259 33,98
Complejo6 117 132 47 44 249 36,55
IComplejo382 93 80 38 20 173 33,53
IComplejo390 84 83 34 30 167 38,32
Tabla 3. Resultados de “docking” ficocianina — ficoeritrina y analisis de los

aminoacidos presentes en la interfase del complejo generado (aa: aminoacidos; Ay B:
ficocianina y ficoeritrina respectivamente involucradas en el “docking”; la numeracion
de los complejos sefiala el ranking dado por ZDOCK). En negro se destaca el complejo
con las mejores caracteristicas para un complejo proteina — proteina estable en el
tiempo.

En este caso el nimero de complejos con la conformaciéon “back to back™ es

menor. A pesar de la alta similitud estructural, se trata de proteinas distintas que
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presentan superficies de interaccion diferentes. Al mismo tiempo su gran simetria hace
que se acentuen pequeias diferencias, lo que restringe el numero de modelos de
interaccion aceptables de acuerdo a las reglas de seleccion. Sin embargo, vemos que 3
de los 5 complejos seleccionados estan dentro de los 10 primeros lugares, y que el
complejo 2 presenta las mejores caracteristicas sobresaliendo al resto. Se seleccion6 al

complejo 2 como modelo de interaccion Ficocianina — Ficoeritrina.

4.1.2.3 “docking” ficoeritrina — ficoeritrina

El modo de proceder es similar a los dos casos anteriores, 3.1.2.1 y 3.1.2.2 . Los

resultados se muestran en la tabla 4.

aa hidrofobos|aa hidréfobos
aaen la aaenla Total aa s
. . . en la en la % aa hidréfobos en
Complejo superficie| superficie . . en la R
superficie de | superficie de . la superficie
de A de B A B superficie
Complejo5 119 113 46 45 232 39,22
Complejol0 119 113 46 46 232 39,66
Complejo19 115 119 43 49 234 39,32
IComplejo109 116 114 46 45 230 39,57
Complejo240 118 114 48 48 232 41,38
IComplejo308 148 146 59 59 294 40,14
Complejo313 117 114 47 44 231 39,39
Complejo422 112 115 46 46 227 40,53

Tabla 4. Resultados de “docking” ficoeritrina — ficoeritrina y analisis de los
aminoacidos presentes en la interfase del complejo generado (aa: aminoacidos; A 'y B:
ficoeritrinas involucradas en el “docking”; la numeracion de los complejos senala el
ranking dado por ZDOCK). En negro se destaca el complejo con las mejores
caracteristicas para un complejo proteina — proteina estable en el tiempo.

Se puede apreciar que de los 8 complejos seleccionados, el complejo 308 es el

que destaca ya que presenta el mayor nimero de aminoacidos integrados en la interfase,

lo que denota su mayor complementariedad. Utilizando informacion experimental de
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estudios de interacciones entre complejos estables en el tiempo, la misma usada en los
dos casos anteriores, se selecciond el complejo 308 como modelo de interaccion
Ficoeritrina — Ficoeritrina. Una comparacion entre los tres complejos seleccionados se

muestra en la tabla 5..

. aa hidréfobos | aa hidrofobos % de aa
Complejo| aaen A | aaenB en A en B total aa hidréfobos
PC-PC 182 185 67 71 367 37,60
PC — PE 127 134 49 44 261 35,63
PE - PE 148 146 59 59 294 40,14

Tabla 5. Caracterizacion de las interfases de los complejos seleccionados en cada
“docking” (aa: aminodcidos; A y B: proteinas involucradas en el “docking”; PC:
ficocianina; PE: ficoeritrina)

Utilizando los modelos de “docking” generados (PC — PC; PC — PE; PE — PE),
se construyo la antena por alineamiento estructural de la ficobiliproteina redundante. La
figura 15 ilustra estos 3 “docking” rigidos, donde en colores idénticos se muestra la

ficobiliproteina redundante que debe alinearse estructuralmente con su homologa:

a) PC — PC b) PC — PE ¢) PE - PE

46



Figura 15. Complejos seleccionados en cada ‘“docking”. a) Complejo Ficocianina-
Ficocianina, b) Complejo Ficocianina - Ficoeritrina, c¢) Complejo Ficoeritrina-
Ficoeritrina. Con flechas se indica la ficobiliproteina que debe ser alineada
estructuralmente para formar el primer modelo de varilla.

Después de realizar el alineamiento estructural con el software SPDBYV, se edit
el archivo PDB generado con el objeto de eliminar una de las ficobiliproteinas
redundantes en cada caso (una PC y una PE) y de este modo se construy6 el modelo
rigido de la varilla, generado a partir de 3 “docking” de cuerpo rigido, como se muestra

en la figura 16.
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PE - PE

PE - PC

PC-PC

Figura 16. Modelo de la varilla construido a partir del alineamiento estructural de los
complejos obtenidos en los 3 "“docking™ individuales. En el extremo superior en
colores rojizos se observan R-ficoeritrina, y en colores azulados C-ficocianina.
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4.2 Estandarizacion de un protocolo de dinamica molecular para optimizar
resultados de “docking” proteico

El modelo rigido de varilla se optimiz6 por dindmica molecular y los resultados

de las distintas etapas se muestran separadamente a continuacion.

4.2.1 Creacion de topologias

En los campos de fuerza que posee el software para mecanica molecular

GROMACS, no estdn definidos topoldgicamente ninguno de los cromoéforos, ni
tampoco la asparragina metilada que poseen estas ficobiliproteinas en la posicion B72.

Las topologias para la asparragina 72 y ficocianobilina fueron creadas para los 5
campos de fuerza considerados. Las topologias para ficoeritrobilina y ficourobilina se
definieron so6lo para el campo de fuerza que se decidid ocupar para realizar la dindmica
molecular de la varilla rigida. Los cromdforos fueron definidos entonces en el campo de
fuerza OPLS/AA, debido a los resultados obtenidos en el estudio de “Evaluacion de
campos de fuerza” cuyos resultados son presentados a continuacion en la seccion 3.2.2.
Estas topologias estan disponibles en el laboratorio de Biofisica Molecular de la

Universidad de Concepcion.
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4.2.2 Evaluacion de campos de fuerza para reconstitucion de complejos creados
mediante “docking” de proteinas

Se evaluaron los 5 campos de fuerza presentes en GROMACS (Gromos87
(ffgmx), Gromos96 (ffG43al), Gromos96 con correcciones hidrofobicas (ffG43a2),
Gromos96 para vacio (ffG43bl) y OPLS/AA (ffoplsaa). El procedimiento de prueba
consistid en realizar un “docking” dirigido del heterodimero alfa-beta de ficocianina de
Gracilaria chilensis al que se le introdujeron errores (desplazamiento de la subunidad )
que deberian corregirse mediante un proceso de dindmica molecular que reconstruya el

complejo cristalografico. El “docking” dirigido se realizd a un paso angular de 15°,
dejando fija la subunidad o y rotando la B. Cada solucion se evalu6 de acuerdo al rmsd
presentado por la subunidad B con respecto a su posicion espacial en la estructura

cristalina del complejo aff. Se seleccionaron complejos que se asemejaban a la
orientacion cristalografica sin ser idénticos. De estos 50 complejos observados se

seleccionaron los 5 mejores (tabla6).

Complejo | rmsd (A)
Complejo1 2,46
Complejo2 3,89
Complejo7 5,19
Complejo15 7,77
Complejo45 5,3

Tabla 6. Complejos seleccionados en el “docking” enlazado. El rmsd es calculado
comparando la posicion de la subunidad B con respecto a su posicion en el complejo
cristalino.

Aunque el complejo 1 (tabla 6) constituye un buen modelo, con solo 2.46 A de
rmsd, se eligi6 trabajar con el complejo 7 (figura 17), pues presenta una desviacion

mayor respecto al complejo cristalino (rmsd = 5.19A), con el objeto de identificar cual
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campo de fuerza utilizado por la dindmica molecular, es capaz de reconstituir mejor el

complejo reportado experimentalmente.

Figura 17. Complejo 7, con un rmsd de 5.19 A. En azul subunidad o; verde: subunidad
B del complejo cristalino; rojo: subunidad 3 del complejo 7.

El complejo 7 se sometié al protocolo de dindmica molecular indicado en la
seccion metodologia. A continuacion se presenta el grafico del rmsd del esqueleto
polipeptidico a lo largo de los 400 ps de la dindmica (figura 18), donde se muestra la

convergencia de estas estructuras:
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Figura 18. Grafico del rmsd del esqueleto polipeptidico del heterodimero off de
ficocianina de Gracilaria chilensis para los 5 campos de fuerza. Se observa en el grafico
que a partir de los 50 ps aproximadamente casi no hay variacion en el valor de rmsd, lo
que indica que ha llegado a una conformacion estable.

Cada una de las dindmicas ademas fue monitoreada por su energia potencial,
hasta que alcanzé un plateau de minima energia. Como ejemplo de este plateau, se
muestra el grafico de energia potencial (figura 19) para el campo de fuerza ffG43bl

(gromos 96 para vacio)
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Figura 19. Gréfico de energia potencial del sistema a lo largo de los 400 ps de dinamica
molecular para el heterodimero af3 de ficocianina de Gracilaria chilensis en el campo de
fuerza ffG43bl (Gromos96 para vacio). En rojo se muestra la linea de promedio de las
oscilaciones energéticas, observandose como a partir de los 150 ps se llega a un minimo
energético que es mantenido en el tiempo.

Finalmente se compararon las diferencias en energia potencial (tabla 7). Este AE
se calcula considerando el valor de energia que presentaba la estructura al inicio de la

dindmica de pre equilibrio y la energia al final de la MD (promedio de los tltimos 25

ps).
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Campo de A energia potencial

fuerza (kJ/mol)

ffG43a1 32834
ffG43a2 32733
ffG43b1 4096
| figmx 33100
ffoplsaa 40698

Tabla 7. A energia potencial al término de la dindmica molecular. La comparacion de
estos valores da cuenta la capacidad de minimizar energéticamente un sistema.

Se evaluaron estructuralmente los resultados para la estructura de minima
energia obtenida con cada campo de fuerza, mediante el calculo de rmsd del modelo

respecto de la estructura cristalina (tabla 8). Se incluye ademas los resultados de rmsd

para las subunidades oy B, previa una alineacion estructural de las subunidades o, con

el proposito de observar el acercamiento de la subunidad [ hacia la posicion

cristalografica.

alineando alfa
Campo de
Fuerza rms total A | rms alfa A | rms beta A
ffG43a1 2,74 1,45 5,84
ffG43a2 2,57 1,57 5,94
ffG43b1 4,39 2,81 8,82
ffoplsaa 1,62 0,91 3,14
| ffigmx 2,43 1,66 5,91
complex7 1,73 0 5,23

Tabla 8: Evaluacion estructural de los complejos luego de finalizada la dinamica
molecular de 400 ps.

La evaluacion involucré ademas un estudio de las interfases, caracterizando el
tamafio de éstas y las caracteristicas hidrofobicas (tabla 9). Estos datos se obtuvieron

utilizando el servidor Protein-Protein Interaction Server

(http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/PP/server/index.html).
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Campo de Fuerza | Area de interfase (A?) | %atomos polares | %atomos no-polares

ffG43a1 1395 31,37 68,6
ffG43a2 1524 32,22 67,7
ffG43b1 1608 30,07 69,9
| figmx 1645 31,33 68,6
ffoplsaa 1510 26,32 73,6
Cristalografico | 1561 | 28,89 | 71,1

Tabla 9. Andlisis de las interfases acabada la dinamica molecular de 400 ps.

De acuerdo a los resultados observados, se decidié proseguir con el estudio con
el campo de fuerza OPLS/AA (ffoplsaa), debido a que éste presentd los mejores
resultados estructurales (Tabla 8) y ademas present6 el mayor AE, lo que demuestra una

estructura mas estable.

4.2.3 Dinamica molecular del modelo de varilla de rigida

La varilla generada por “docking” rigido se sometid6 a un procedimiento de
dindmica molecular utilizando el campo de fuerza OPLS/AA (ffoplsaa) evaluado como

el mejor para este tipo de estudio.

El protocolo seguido en esta dindmica es similar al usado en el “docking” de las

subunidades a-f3, pero con menos tiempo en la dinamica de pre equilibrio (30 ps) con
200ps para la dindmica sin restricciones. El procedimiento se realizé a temperatura no
constante de acuerdo a un protocolo de simulated annealing (Filizola y colaboradores

1997) calentando y enfriando la estructura (Figura 20).
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Figura 20. Grafico del rmsd del esqueleto polipetidico y la temperatura de éste a lo
largo de la dindmica molecular del modelo de varilla de ficobilisoma de Gracilaria
chilensis. Se observa que la temperatura no es constante (ver detalle en el texto), y la
estructura es estable a partir de los 125 ps.

En la figura 20 podemos observar la convergencia de la estructura en un plateau
de rmsd; donde esta estructura final posee un rms de 4.26 A con respecto a la inicial.
En esta misma figura, en magenta, se aprecia la temperatura del esqueleto a lo largo de
la dindmica, con 10 ps de calentamiento, 140 ps de mantencién, 40ps de enfriamiento, y
10ps de mantencion. Posterior a la dinamica molecular, el modelo fue analizado
estructuralmente. La Tabla 10 muestra los datos geométricos de la estructura al término

de la dinamica obtenidos a partir del grafico de Ramachandran (servidor PROCHECK

http://biotech.ebi.ac.uk:8400/)
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| regiones mas favorables 5863 aa| 85,27% (94,26%)
| regiones permitidas 910 aa 13,23% (5,31%)
| regiones generosamente permitidas 67aa| 0,97% (~ 0,00%)
| regiones no permitidas 36aal 0,52% (0,003%)
Total 6876 aa 100%

Tabla 10. Analisis del modelo de antena de acuerdo a datos obtenidos a partir del
Grafico de Ramachandran. Valores entre paréntesis indican el porcentaje de los
aminodcidos en esas regiones antes de efectuarse la dindmica molecular.

Se observa que sobre el 85% de los aminoacidos estan en las “regiones mas
favorables”. Soélo 36 aminoacidos estan en regiones no permitidas, lo que en promedio
se traduce que menos de 1 aminodcido estdn en regiones no permitidas por cadena
polipeptidica, dado que el sistema estd compuesto por 48 de estas cadenas. En la tabla
11 se entrega el analisis realizado a las interfases presentes en el modelo de varilla una

vez finalizada la dinamica molecular y una comparacién con las observaciones

realizadas antes de efectuarla.

. N°aaen N° aa % aa ptes Area

interfase | cada | 4 6tonos | 101133 | Ligrsfobos | salinos | PSS H | (A7)
proteina

PC—_PC | 130y 148 | 48y46 |287(367)| 32.75 7(3) | 36(31) | 2655

PC—PE | 124y 128 | 35y48 |252(261)| 32.94 9(2) | 30 (16) | 2447

PE—PE | 128y 126 | 45y49 |254(294)| 37.01 6(1) | 27(8) | 2281

Tabla 11. Analisis de la interfases del modelo final de interaccion entre ficobiliproteinas
para conformar la varilla minima del ficobilisoma de Gracilaria chilensis. Valores entre
paréntesis corresponden a los observado antes de efectuarse la dindmica molecular). PC:
ficocianina; PE: ficoeritrina; aa: aminodcidos; ptes salinos: puentes salinos; ptes H:
puentes hidrégeno

Se aprecia como a pesar de la disminuciéon del nimero de aminoacidos

integrados a la interfase, las interacciones se han optimizado dando una estructura mas

estable.
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Para evaluar la posicion de los cromoforos al terminar la dindmica molecular y
obtener las coordenadas de los cromo6foros desde el archivo de coordenadas del modelo
completo al término de la dindmica molecular, se cre6 un script (archivo de comandos)

para bash (interprete de comndos en Linux) que se muestra en la figura 21.

##script para obtener coordenadas

##de los cromoforos presentes

#f#usar asi:

##./cromoforos archivo.pdb

grep "CYC" $(1)> cromoforos_$ (1)

grep "CYU" $(1)>> cromoforos $ (1)

grep "CYE" $(1)>> cromoforos $(1)

echo "QQ@E@QR@ Gracias por usar Cromoforos @Q@QRERE"
echo "QQ@@QRQEQRQEQRQEQRQA by Maxi @QRQREQRQAEQRQAEQREEQREE"

Figura 21. “Script” en bash “Cromoforos”.

Este programa es ejecutable bajo ambiente UNIX o LINUX y es capaz de leer
un archivo de coordenadas pdb y generar un nuevo archivo de coordenadas pdb sélo con
las coordenadas de los cromoéforos presentes en las ficobiliproteinas de Gracilaria
chilensis. Utilizando el script antes mencionado, se extrajeron las coordenadas de los
cromoforos tanto del modelo de varilla rigida, como del modelo final. (después de
acabada la dinamica molecular). La figura 22 muestra la superposiciéon de cromoéforos

en el estado inicial y final.
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Figura 22. Superposicion de los
cromoforos antes (color rojo) y
después de la dinamica molecular
(color azul). Se observa la casi
ausencia de desplazamiento de
los cromoforos. A: vista lateral;
B: vista superior

4.3 Vias preferenciales de conduccion de luz

Los resultados de la evaluacion funcional son presentados a continuacion.

4.3.1 Vias preferenciales de luz intra ficoeritrina

Ficoeritrina de Gracilaria chilensis posee 30 cromodforos en total, de los cuales
24 corresponden a ficoeritrobilina y los 6 restantes a ficourobilina. El estudio se realizo
utilizando la ecuacion aproximada de la ley de Forster asumiendo un valor de tiempo de
vida media de fluorescencia de 3.33 ps para cada uno de los 30 cromo6foros, asi como un

radio de Forster de 61 A. En base a la literatura, se asumieron como posibles pares
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dador aceptor a aquellos cromoéforos cuyos tiempos de transferencia sean menores a 50

ps. El inverso de la constante de transferencia denota el tiempo del evento (tabla 12).

Dador Aceptor | Distancia (A) |alfa Kappa 1/Ktpa (ps) 1/Ktpa (ps)

cye A139 [cye A82 26,53 49,95 0,91 27,09 27,09
cye A82 |cye F82 19,36 150,01 -0,94 3,81 3,81
cye L82 |cye A82 34,25 6,05 -1,50 46,18 46,18
cye M82 |cye A82 27,25 144,73 1,80 8,12 8,12
cyu_F50 |cye A82 18,63 52,11 -0,40 16,62 16,62
cye L158 |cye A139 24,26 38,04 -0,89 16,53 16,53
cye C82 |cye B82 19,36 149,99 -0,94 3,81 3,81
cye P82 |cye B82 32,93 156,04 1,55 33,78 33,78
cye K139 | cye B158 23,89 139,73 0,50 47,25 47,25
cye L158 | cye B158 27,18 82,74 1,29 15,59 15,59
cye C139 |cye C82 26,53 49,94 0,91 27,06 27,06
cye K82 |cye C82 27,25 144,69 1,80 8,12 8,12
cye P82 |cye C82 34,25 6,06 -1,50 46,15 46,15
cyu B50 |cye C82 18,63 52,05 -0,40 16,70 16,70
cye P158 |cye C139 24,26 38,00 -0,89 16,55 16,55
cye E82 |cye D82 19,36 150,01 -0,94 3,81 3,81
cye N82 |cye D82 32,93 156,02 1,56 33,75 33,75
cye 0139 |cye D158 23,89 139,51 0,51 46,34 46,34
cye P158 |cye D158 27,18 82,59 1,29 15,57 15,57
cye E139 |cye E82 26,53 49,90 0,91 27,08 27,08
cye N82 |cye E82 34,25 6,02 -1,50 46,20 46,20
cye 082 |cye E82 27,25 144,74 1,80 8,12 8,12
cyu D50 |cye E82 18,63 51,94 -0,40 16,94 16,94
cye N158 |cye E139 24,26 37,96 -0,89 16,50 16,50
cye L82 |cye F82 32,93 156,05 1,55 33,77 33,77
cye M139 |cye F158 23,89 139,77 0,51 46,49 46,49
cye N158 |cye F158 27,18 82,63 1,29 15,59 15,59
cye P82 |cye K82 19,53 138,72 -1,10 2,96 2,96
cyu P50 |cye K82 18,75 37,70 0,78 4,54 4,54
cye M82 |cye L82 19,53 138,77 -1,10 2,96 2,96
cyu L50 |cye_M82 18,76 37,73 0,78 4,55 4,55
cye 082 |cye N82 19,53 138,82 -1,10 2,96 2,96
cyu N50 |[cye 082 18,75 37,35 0,79 4,50 4,50

Tabla 12. Se presentan los valores para cada par dador aceptor que participan en las
vias intra ficoeritrina. Se aprecian 3 vias idénticas de transferencia de luz repetidas
simétricamente en ficoeritrina. En negro se destacan los pares dador aceptor que forman
una de las vias antes sefialadas. La nomenclatura usada es: cye = ficoeritroblina; cyu =
ficourobilina, cuya letra seguida es el identificador de cadena a la cual pertenece y el
numero a la cisteina a la cual estd unido covalentemente. “Distancia” es la distancia que
separa al par de cromoéforos; “alfa” es el angulo formado por los vectores que describen
el momento dipolar de cada cromoéforo; “kappa” es el factor de orientacion determinado
semiempiricamente; “1/KTpa y 1/KTap” son los inversos de las constantes de
transferencia para el paso dador aceptor y aceptor dador respectivamente.
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En la figura 23 se presenta un esquema en el cual se grafica la via preferencial

de conduccion de luz marcada en negrita en la tabla 12

27 ps
B158 A139 — > A82 «—— F50
a® Bl By & al al B3
K139 L158
o6 B6

8 ps

34 ps

L50«—*P5  M82 «3PS , 82

B6 ad B6

Figura 23. A: Esquema de una ficobiliproteina donde se denota esquematicamente la
ubicacion de cada sub unidad con su nombre en nomenclatura tradicional (o y ) y con
su respectivo nombre usado en el archivo de coordenadas PDB. B: Esquema de una de
las tres vias preferenciales de conduccion de luz intra ficoeritrina en el que senalan los
tiempos de transferencia de luz entre los cromoéforos. El nimero que acompafa al
nombre de la subunidad, en el caso de la nomenclatura tradicional, hace alusion a la
posicién de la cisteina a la cual esta unido el cromoforo
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4.3.2 Vias preferenciales de luz inter ficoeritrinas

4.3.2.a Vias inter ficoeritrinas en el modelo rigido

Usando la misma metodologia que para las vias intra ficoeritrina se procedio a
obtener las vias inter ficoeritrina. Dado que en el modelo de “docking” se genera un
pequefio angulo de inclinacion entre las ficobiliproteinas, se presentan entonces 3 vias
distintas de conduccidn, a diferencia de las vias intra que son 3 idénticas. En la tabla 13
se presentan los pares dador aceptor para las vias preferenciales de conduccion de luz

inter ficoeritrina

Dador Aceptor | Distancia (A) | alfa Kappa | 1/KTpa (ps) 1/KTao (ps)

cye K82 |cye a82 29,95|140,74 1,80 14,33 14,33
cye K82 |cye 82 29,51| 69,26 -1,15 32,04 32,04
cye K139 | cyu f50 3416| 97,07 -1,21 69,99 69,99
cye L82 |cye e82 29,51 5,52 -0,90 52,64 52,64
cye M82 |cye e82 29,70 | 144,15 1,48 20,14 20,14
cye _N158 | cyu _d50 38,67 | 36,65 -1,55 89,42 89,42
cye 082 |cye c82 26,80 146,79 1,78 7,48 7,48
cye 082 |cyu b50 30,80 118,87 -0,88 71,19 71,19
cye P82 |cye f82 23,38 151,33 0,64 25,88 25,88
cye P158 |cyu b50 34,54 | 42,05 -1,35 59,56 59,56
cyu P50 |cye a82 28,09 | 120,53 0,69 67,08 67,08
cye L82 |cye d82 23,11] 155,56 1,36 5,26 5,26

Tabla 13. Se presentan los valores para cada par dador aceptor que participan en las
vias inter ficoeritrina en el modelo rigido de varilla. La nomenclatura usada es: cye =
ficoeritroblina; cyu = ficourobilina, cuya letra seguida es el identificador de cadena a la
cual pertenece y el numero a la cisteina a la cual estd unido covalentemente. “Distancia”
es la distancia que separa al par de cromoforos; “alfa” es el angulo formado por los
vectores que describen el momento dipolar de cada croméforo; “kappa” es el factor de
orientacion determinado semiempiricamente; “1/KTpa y 1/KTap” son los inversos de las
constantes de transferencia para el paso dador aceptor y aceptor dador respectivamente.

Las figuras 24, 25 y 26 esquematizan las 3 vias preferenciales de conduccion de
luz inter ficoeritrina en el modelo rigido de “docking” a partir de cada una de las 3 vias

intra ficoeritrina.
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Figura 25. Via preferencial de conduccion de luz inter ficoeritrina para el segundo
tercio de la ficobiliproteina. Se usa tanto la nomenclatura tradicional como la usada en
el archivo de coordenadas PDB. “Ficoeritrina 1” corresponde a la ficoeritrina superior,
espacialmente hablando, y se presenta como la ficoeritrina dadora. “Ficoeritrina 2 es la
ficoeritrina receptora. Se muestran los tiempos de transferencia de luz entre los pares de

cromoforos que participan en la comunicacién inter ficoeritrina.
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Figura 26. Via preferencial de conduccion de luz inter ficoeritrina para el tercer tercio
de la ficobiliproteina. Se usa tanto la nomenclatura tradicional como la usada en el
archivo de coordenadas PDB. “Ficoeritrina 1” corresponde a la ficoeritrina superior,
espacialmente hablando, y se presenta como la ficoeritrina dadora. “Ficoeritrina 2 es la
ficoeritrina receptora. Se muestran los tiempos de transferencia de luz entre los pares de

cromoforos que participan en la comunicacion inter ficoeritrina.

4.3.2.b Vias inter ficoeritrinas en el modelo post dinamica molecular

El modelo de varilla estructuralmente valido, es el generado una vez acabada la
dindmica molecular. A este modelo se le calcularon las vias preferenciales de

conduccion de luz inter ficoeritrina del mismo modo como se hizo con el modelo rigido,
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comparando cada una de las 3 vias preferenciales de conduccion de luz intra ficoeritrina
con respecto a sus homologas en la ficoeritrina receptora. En base a la literatura, se
establece como par aceptor-dador a aquellos que presenten un tiempo de duracion del

evento menor a 100 ps (Gillbro y colaboradores, 1983; Glazer y colaboradores, 1985)

Dador Aceptor | Distancia alfa Kappa |1/KTpa 1/KT ap

cye K82 |Cye a82 31,36 21,48 -1,00 60,38 60,38
cye K82 |Cye f82 31,15] 165,86 1,50 26,03 26,03
cye L82 |Cye d82 23,51]153,76 1,74 3,58 3,58
cye L82 |Cyu d50 30,99 | 47,55 0,87 74,84 74,84
cye M82 |Cye e82 33,08 | 118,99 1,32 48,46 48,47
cye M82 |Cyu_d50 31,57 90,91 1,35 34,97 34,97
cye N82 |Cye b82 23,40 133,21 -0,77 17,80 17,80
cye N82 |Cye d82 35,45| 56,45 1,14 97,96 97,96
cye 082 |Cye c82 28,20 90,17 1,31 18,92 18,92
cye 0139 | Cye c82 35,94 | 74,94 -1,30 81,73 81,73
cye P82 |Cye f82 20,80] 153,73 0,51 19,87 19,87
cyu L50 |[Cye e82 26,45[131,10 1,26 13,87 13,87
cyu N50 |Cye d158 33,18 ] 119,04 1,44 41,17 41,17
cyu P50 |Cye b158 38,56 | 105,80 1,59 83,13 83,13

Tabla 14. Se presentan los valores para cada par dador aceptor que participan en las
vias inter ficoeritrina en el modelo una vez acabada la dindmica molecular. La
nomenclatura usada es: cye = ficoeritroblina; cyu = ficourobilina, cuya letra seguida es
el identificador de cadena a la cual pertenece y el niimero a la cisteina a la cual esta
unido covalentemente. “Distancia” es la distancia que separa al par de cromoforos;
“alfa” es el angulo formado por los vectores que describen el momento dipolar de cada
cromoforo; “kappa” es el factor de orientacion determinado semiempiricamente; “1/KT
AD y 1/KT DA” son los inversos de las constantes de transferencia para el paso dador
aceptor y aceptor dador respectivamente.

En la tabla 14 se presentan los pares dador aceptor para las vias preferenciales de
conduccion de luz inter ficoeritrina en el modelo de varilla al término de la dinamica
molecular. Las figuras 27, 28 y 29) esquematizan las 3 vias preferenciales de

conduccion de luz inter ficoeritrina en el modelo de varilla una vez acabada la dinamica

molecular, a partir de cada una de las 3 vias intra ficoeritrina
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Figura 27. Via preferencial de conduccion de luz inter ficoeritrina para el primer tercio
de la ficobiliproteina. Se usa tanto la nomenclatura tradicional como la usada en el
archivo de coordenadas PDB. “Ficoeritrina 1” corresponde a la ficoeritrina superior,
espacialmente hablando, y se presenta como la ficoeritrina dadora. “Ficoeritrina 2 es la
ficoeritrina receptora. Se muestran los tiempos de transferencia de luz entre los pares de

cromoforos que participan en la comunicacién inter ficoeritrina.
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Figura 28. Via preferencial de conduccion de luz inter ficoeritrina para el segundo
tercio de la ficobiliproteina. Se usa tanto la nomenclatura tradicional como la usada en
el archivo de coordenadas PDB. “Ficoeritrina 1” corresponde a la ficoeritrina superior,
espacialmente hablando, y se presenta como la ficoeritrina dadora. “Ficoeritrina 2 es la
ficoeritrina receptora. Se muestran los tiempos de transferencia de luz entre los pares de
cromoforos que participan en la comunicacién inter ficoeritrina.
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Figura 29. Via preferencial de conduccion de luz inter ficoeritrina para el tercer tercio
de la ficobiliproteina. Se usa tanto la nomenclatura tradicional como la usada en el
archivo de coordenadas PDB. “Ficoeritrina 1” corresponde a la ficoeritrina superior,

espacialmente hablando, y se presenta como la ficoeritrina dadora. “Ficoeritrina 2 es la
ficoeritrina receptora.

4.3.3 Vias preferenciales de luz inter ficoeritrina y ficocianina
4.3.3.a Vias inter ficoeritrina y ficocianina en el modelo rigido

El estudio se realiz6 utilizando la ecuacion aproximada de la ley de Forster, tal

como se describid en el capitulo de “metodologia” de esta tesis. En base a la literatura,
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se asumieron como posibles pares dador-aceptor a aquellos cuyo tiempo de duracion del
evento de transferencia de luz sea menor a 100 ps. La tabla 15 presenta los pares dador
aceptor que describen las vias inter ficoeritrina y ficocianina en el modelo rigido de

varilla.

Dador |Aceptor |Distancia (A) |Alfa kappa | 1/KToa (ps) 1/KTpa (ps)

cye K82 |cyc E84 30,33 (130,33 1,13 39,12 58,63
cye L82 |cyc B82 23,75(126,86 -0,41 67,04 100,48
cye 082 |cyc C84 33,39 135,11 1,11 72,41 108,52
cye P82 |cyc F82 24,44 1130,30 -0,91 16,54 24,78
cye N82 |cyc D82 22,491124,16 -0,55 27,00 40,46
cyu N50 | cyc D82 30,33| 27,02 0,92 58,95 88,35
cyu N50 | cyc E84 30,40 | 154,72 -0,91 61,65 92,40

Tabla 15. Se presentan los valores para cada par dador aceptor que participan en las
vias inter ficoeritrina y ficocianina. La nomenclatura usada es: cye = ficoeritroblina; cyu
= ficourobilina; cyc = ficocianobilina, cuya letra seguida es el identificador de cadena a
la cual pertenece y el nimero a la cisteina a la cual estd unido covalentemente.
“Distancia” es la distancia que separa al par de cromoforos; “alfa” es el angulo formado
por los vectores que describen el momento dipolar de cada cromoéforo; “kappa” es el
factor de orientacion determinado semiempiricamente; “1/KTpa y 1/KTap” son los
inversos de las constantes de transferencia para el paso dador aceptor y aceptor dador
respectivamente.

De igual modo que en las vias inter ficoeritrina, se esquematizan las vias inter
ficoeritrina ficocianina partiendo como ficobiliproteina dadora a la ficoeritrina y como
receptora a la ficocianina. Las figuras 30, 31 y 32 muestran las vias preferenciales de

conduccion de luz a partir de cada una de las 3 vias intra ficoeritrina.

70



B158 A139 > A82 +—— F50

/'[31 \ /al al \ B3

K139 L158 F82

a6 B6 B3

. - L50 «— M82 «—» |82
Ficoeritrina 2 B6 o5 B6

Z
V4

7/
707 ps

Ficocianina 1 L

B82
B1

Figura 30. Via preferencial de conduccion de luz inter ficoeritrina y ficocianina para el
primer tercio de ficoeritrina. Se usa tanto la nomenclatura tradicional como la usada en
el archivo de coordenadas PDB. “Ficoeritrina 2” corresponde a la ficoeritrina superior,
espacialmente hablando, y se presenta como la ficoeritrina dadora. “Ficocianina 1 es la
ficocianina receptora. Se muestran los tiempos de transferencia de luz entre los pares de
cromoforos que participan en la comunicacion inter ficoeritrina - ficocianina.
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Figura 31. Via preferencial de conduccion de luz inter ficoeritrina y ficocianina para el
segundo tercio de ficoeritrina. Se usa tanto la nomenclatura tradicional como la usada en
el archivo de coordenadas PDB. “Ficoeritrina 2” corresponde a la ficoeritrina superior,
espacialmente hablando, y se presenta como la ficoeritrina dadora. “Ficocianina 1” es la
ficocianina receptora. Se muestran los tiempos de transferencia de luz entre los pares de
cromoéforos que participan en la comunicacion inter ficoeritrina - ficocianina.

71



D158 C139 > c82 «—— B50

/[52 \ /a2 o2 \ B1

0139 P158 F82
o4 B4 B1

P50 44— K82 <«—» P82

. - 4 4
Ficoeritrina 2 B o P
) . 39 ps : 17 ps :
Ficocianina 1 v v
E84 F82
a3 B3

Figura 32. Via preferencial de conduccion de luz inter ficoeritrina y ficocianina para el
tercer tercio de ficoeritrina. Se usa tanto la nomenclatura tradicional como la usada en el
archivo de coordenadas PDB. “Ficoeritrina 2” corresponde a la ficoeritrina superior,
espacialmente hablando, y se presenta como la ficoeritrina dadora. “Ficocianina 1” es la
ficocianina receptora. Se muestran los tiempos de transferencia de luz entre los pares de
cromoforos que participan en la comunicacion inter ficoeritrina - ficocianina.

4.3.3.b Vias inter ficoeritrina y ficocianina en el modelo post dinamica molecular.

Se determinaron las vias de conduccion de luz en el modelo de varilla después
de ejecutada la dinamica molecular. Se procedié de la misma manera efectuada en el

caso de la varilla rigida, tal como lo sefiala el capitulo de metodologia.

72



Dador Aceptor | Distancia (A) |alfa kappa | 1/KToa (ps) 1/KTao (ps)

cye L82 |cyc B82 24,16 | 102,86 1,35 7,00 10,49
cye L82 |cyc C84 34,56 | 79,02 -1,20 75,62 113,34
cye N82 |cyc D82 24,22 | 71,20 1,33 7,27 10,89
cye N82 |cyc E84 35,62| 67,92 -1,59 51,53 77,24
cye N158 |cyc F82 37,51[151,96 1,62 68,13 102,11
cyu L50 |cyc B82 39,07 72,19 -1.61 87,54 131,21
cyu N50 |cyc D82 34,10| 75,42 -1,35 54,86 82,23
cyu N50 |cyc E84 31,25| 78,83 1,35 33,00 49,46

Tabla 16. Se presentan los valores para cada par dador aceptor que participan en las
vias inter ficoeritrina y ficocianina. La nomenclatura usada es: cye = ficoeritroblina; cyu
= ficourobilina; cyc = ficocianobilina, cuya letra seguida es el identificador de cadena a
la cual pertenece y el numero a la cisteina a la cual estd unido covalentemente.
“Distancia” es la distancia que separa al par de cromoforos; “alfa” es el angulo formado
por los vectores que describen el momento dipolar de cada cromoéforo; “kappa” es el
factor de orientacion determinado semiempiricamente; “1/KTps y 1/KTap” son los
inversos de las constantes de transferencia para el paso dador aceptor y aceptor dador
respectivamente.

En la tabla 16 se presentan los valores para los pares dador aceptor identificados
en el modelo una vez acabada la dindmica molecular. Al igual que en le caso del modelo
rigido, se eligieron como pares dador aceptor s6lo a aquellos cuyo tiempo de duracion
del evento de transferencia de fotones era menor a 100 ps. El modelo post dinamica
molecular, presenta a diferencia del modelo rigido, s6lo 2 vias preferenciales de
conduccion de luz. Las figuras 33 y 34 muestran las vias preferenciales de conduccion

de luz a partir de las vias intra ficoeritrina.
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Figura 33. Via preferencial de conduccion de luz inter ficoeritrina y ficocianina para un
tercio de ficoeritrina. Se usa tanto la nomenclatura tradicional como la usada en el
archivo de coordenadas PDB. “Ficoeritrina 2” corresponde a la ficoeritrina superior,
espacialmente hablando, y se presenta como la ficoeritrina dadora. “Ficocianina 1 es la
ficocianina receptora. Se muestran los tiempos de transferencia de luz entre los pares de
cromoforos que participan en la comunicacion inter ficoeritrina - ficocianina.
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Figura 34. Via preferencial de conduccion de luz inter ficoeritrina y ficocianina para el
segundo tercio de ficoeritrina. Se usa tanto la nomenclatura tradicional como la usada en
el archivo de coordenadas PDB. “Ficoeritrina 2” corresponde a la ficoeritrina superior,
espacialmente hablando, y se presenta como la ficoeritrina dadora. “Ficocianina 1” es la
ficocianina receptora. Se muestran los tiempos de transferencia de luz entre los pares de
cromoéforos que participan en la comunicacion inter ficoeritrina - ficocianina.
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4.3.4 Vias preferenciales de luz intra ficocianina

Las vias preferenciales de conduccion de luz tanto intra como inter ficocianina
de Gracilaria chilensis han sido determinadas recientemente en nuestro laboratorio
(tabla 17) (Almonacid, 2004) usando la expresion completa de la ecuacion de Forster,
dado a que existen en literatura los valores para cada uno de los parametros usados en
dicha expresion, determinados experimentalmente. Estos valores se utilizaron en
conjunto con los determinados en este trabajo, para postular una via preferencial
completa de conduccion al interior de una varilla formada por dos unidades de PE y dos
unidades de PC. La figura 35 muestra un esquema que ilustra las 3 vias simétricas que

describen la conduccion de luz al interior de una ficocianina de Gracilaria chilensis.

Dador | Aceptor | Distancia |alfa Kappa | 1/KToa (ps)
084 82 20,60 -1,25 4,22 6,50
153 153 26,10 1,51 5,64 5,64
084 084 2560 1,27 15,00 15,00

Tabla 17. Vias de conduccion de luz intra ficocianina. Las 3 vias simétricas son
representadas en esta tabla resumen. El cromoforo es siempre ficocianoblina.
“Distancia” es la distancia entre el par de cromoéforos; “alfa” es el angulo formado entre
los vectores que describen el momento dipolar del par de cromofororos; “kappa” es el
factor de orientacion determinado semi empiricamente; “1/KTpa” es la duracion de
evento de transferencia de fotones desde el dador al aceptor en pico segundos (ps).
Adaptado desde Almonacid, 2004.
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Figura 35. Esquema de una via preferencial de conduccion de luz intra ficocianina. Se
observa que existen dos vias intra ficocianina por cada tercio, lo que nos indica la
presencia de 6 vias intraficocianina, a diferencia de ficoeritrina que solo existen 3. Se
sefiala ademds el tiempo de duracion de la transferencia de luz entre los pares de
cromoéforos. Adaptado de Almonacid, 2004.

4.3.5 vias preferenciales de conduccion de luz inter ficocianina

De igual modo que en el caso anterior, la informacion es extraida desde el
estudio hecho por Almonacid en el 2004, y complementado por el estudio hecho por
Bunster y colaboradores (trabajo en preparacion), donde se usa un modelo rigido en el
primer estudio, y luego uno con dindmica molecular, se postulan vias preferenciales de
conduccion de luz idénticas en ambos casos. En la tabla 18 se presentan los pares de
cromoéforos dador aceptor que describen las vias preferenciales de conduccion de luz

inter ficocianina, las cuales son 3 vias idénticas y simétricas.
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Dador | Aceptor | Distancia |alfa Kappa | 1/KToa (ps)
82 B 82 2430 1,03 21,80 21,80
084 B 82 34,50 -1,70| 52,80 81,20
o84 a84 3350 1,44| 61,90 61,90
153 153 39,80 1,50 72,80 72,80
382 o84 3440| -1,69| 83,20 54,10

Tabla 18. Vias de conduccion de luz inter ficocianina. Las 3 vias simétricas son
representadas en esta tabla resumen. El cromoforo es siempre ficocianoblina.
“Distancia” es la distancia entre el par de cromoéforos; “alfa” es el angulo formado entre
los vectores que describen el momento dipolar del par de cromdfororos; “kappa” es el
factor de orientacion determinado semi empiricamente; “1/KTpa” es la duracion de
evento de transferencia de fotones desde el dador al aceptor en pico segundos (ps).
Adaptado desde Almonacid, 2004.

En la figura 36 se presenta un esquema de las vias preferenciales de conduccion
de luz inter ficocianina. Es interesante de apreciar como existen 2 vias independientes,
una externa dada por los cromo6foros 153, y una interna dada por el resto de ellos, sin

nunca interferirse unas con otras.
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Figura 36. Esquema de las vias preferenciales de conduccion de luz inter ficocianina.
Se observa la presencia de 2 vias, una interna y una externa. “Ficocianina 17
corresponde a la ficobiliproteina dadora, y “Ficocianina 2” a la ficobiliproteina
receptora. Se sefiala ademads el tiempo de duracidon de la transferencia de luz entre los
pares de cromdforos. Adaptado desde Almonacid, 2004

78



5.- DISCUSION

Eleccion del software de “docking” y generacion del modelo rigido

La eleccion del software del “docking” utilizado en esta tesis, ZDOCK, resulto
un importante punto en este trabajo, se realizd en base al evento CAPRI, que es una
competencia que nos permite evaluar la eficiencia de los softwares para realizar
“docking” de proteinas. Para tltimo evento CAPRI, se utilizaron 7 complejos proteina-
proteina de estructura conocida, pero cuyos datos no estaban publicados (generosamente
donados por los autores mientras duraba el evento). Quince grupos de trabajo de los
diecinueve participantes lograron predecir correctamente al menos 1 de los 7 complejos
propuestos en el evento y ninguno de ellos pudo predecir el total de los complejos.
Cinco grupos fueron capaces de predecir 3 complejos, seis grupos predijeron 2

complejos, y cuatro grupos predijeron solo 1 complejo (Méndez y colaboradores. 2003).

Aunque existen softwares mejor evaluados, como ICM-DISCO (Fernandez-
Recio y colaboradores 2003), MolFit (Ben-Zeev y colaboradores 2003), SmoothDock
(Camacho y colaboradores 2003), DOT (Law y colaboradores 2003). Ya que estos
programas no estaban disponibles, el software de eleccion fue ZDOCK (Chen y
colaboradores 2003), que logré predecir perfectamente 2 de los 7 complejos del evento
CAPRI. Este programa ademas es atractivo y eficaz en sus funciones de evaluacion,
como son complementariedad geométrica, interacciones electrostaticas y desolvatacion.
La ultima funcion es muy importante, ya que superficies que interaccionan deben poder
desolvatarse (Camacho y colaboradores 2003; Chen y colaboradores 2003), con el
consiguiente gasto energético; predecir de antemano la factibilidad de desolvatar cierta

parte de la superficie de la proteina nos permite acotar del area de busqueda. El
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programa ZDOCK evalia la desolvatacion con la metodologia ACE (atomic contact
energy), presentada en el capitulo de introduccion, la que da muy buenos resultados. Sin
embargo, el poder utilizar calculos mas exhaustivos en este punto, permitiria obtener
resultados aun mejores. Este tipo de calculos mas exhaustivos consisten en buscar
estructuracion de solvente en la superficie de la proteina. El método consiste en hacer
una simulacién, en la cual nuestra proteina problema es puesta en una esfera de solvente
y luego de un tiempo de simulacién, que va a depender del sistema en particular,
medimos la suma de momentos dipolares (vectores) de las aguas que rodean a la
proteina. Al hacer esto, observaremos que si existe una estructuracion de solvente en
una porcidn de la proteina, el resultado de la suma vectorial de los momentos dipolares
poseerd un valor considerable con un sentido definido, en tanto, en las porciones en las
cuales no exista estructuracion de solvente, la suma vectorial de los momentos dipolares
sera igual a cero, ya que al estar al azar se cancelaran unos con otros y por lo tanto, en
estas Ultimas zonas es mas factible que ocurra la desolvatacion. Esta metodologia, como
ya se menciond, posee un alto costo computacional, por lo cual no estd integrada en
ningun programa de “docking”. Si es un requerimiento su uso, es necesario acotar el
area de busqueda, restringiéndola sdlo a aquella parte en la que se espera desolvatacion.
La metodologia ACE es una aproximacion estadistica bastante buena, permitiendo que
ZDOCK genere excelentes resultados (Chen y colaboradores 2003), que se han
traducido en la compra de los derechos comerciales por parte de Accerlrys Inc
(http://www.accelrys.com). Otra ventaja de ZDOCK es que ademads estd implementado
en un servidor en la Universidad de Boston (http://zdock.bu.edu), lo que permite
realizar los procesos de encaje o “docking’s, a una velocidad superior (36h de célculo
para un “docking” en un PC PIV de 2.0 GHz de velocidad del procesador y 1 GB en

memoria ram, utilizando el 100% de ambos recursos, contra 40 minutos en ¢l servidor).
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El tnico inconveniente de este servidor es que sdlo trabaja con un paso angular de 15°.
Con las restricciones apropiadas resulta mas que suficiente, si ademas se le suma una

posterior dindmica molecular.

El uso de estructuras resueltas por difraccion de rayos X nos entrega un dato
experimental importante, pues se trabaja con la estructura real, y no con la de un modelo
generado por homologia, el cual podria presentar ciertos errores, y €s por €so que no son

recomendados para estudios de “docking”, tanto de proteinas como de ligandos.

La alta simetria presentada por la ficobiliproteinas es un dato importante a
considerar, pues si bien conocemos que la conformacién debe ser del tipo “back to
back”, podemos tener distintas conformaciones si giramos axialmente entre 0 y 120°%
dada la simetria de las ficobiliproteinas, cada 120° se repite la estructura. Por lo tanto, la
informacion proveniente de los estudios de microscopia electronica de ficobilisomas
sobre el modo de interaccionar de las ficobiliproteinas en una varilla, es un dato
experimental muy importante que permite acotar el area de busqueda. Es necesario
buscar el correcto angulo de giro de una proteina sobre la otra. Estudios previos sobre
complejos proteina-proteina (Vasker y colaboradores, 1994) sefialan que debe existir
una alta complementariedad entre las superficies de interaccion de dos proteinas.
Ademas, estudios realizados por Stec y colaboradores en 1999 demuestran la presencia
de zonas cargadas positiva y negativamente en las ficobiliproteinas que coincidirian
ademads con la disposicion de mayor complementariedad. Estas evidencias apoyan el
modelo formulado en esta tesis, ya que es consistente con los resultados del

procedimiento de “docking”.
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Los resultados de “docking” de las ficobiliproteinas indican que ZDOCK trabaja
muy bien, prediciendo la orientacion observada experimentalmente en los 3 casos, y
ademas esta orientacion estd dentro de los 10 mejores resultados dado por el ranking del
software. Los criterios de busqueda seleccionan aquellos complejos que presentan el
mayor empaquetamiento y el mayor nimero de aminoacidos hidrofobicos presentes en
la interfase. Esto puede estimarse ya que en complejos estables en el tiempo como
ocurre con las ficobiliproteinas, se observa gran complementariedad geométrica e
hidrofobica. Esto explica la eleccion del complejo 308 en el “docking” ficoeritrina —
ficoeritrina. El motivo de por qué ZDOCK predijo una solucion buena en un ranking tan
bajo puede radicar en los pardmetros que usa ZDOCK para evaluar sus complejos, es
decir, le otorga gran importancia a la desolvatacion. Este parametro pudo generar una
superficie de interaccion ideal erronea, que para el programa resulta 16gica; en este caso
el estudio de las superficies de interaccion resulta muy importante y ademas presenta la
necesidad de la informacion experimental como una herramienta adicional y necesaria

para validar los resultados obtenidos mediante herramientas bioinformaticas.

Las proteinas en un “docking” son consideradas como cuerpos rigidos que
interaccionan entre si, lo que desde un punto de vista computacional tiene grandes
ventajas, pero desde el punto de vista real, estd lejos de lo observado en la naturaleza.
Esto hace necesario realizar una minimizacion energética del sistema, sobre todo debido
a que los programas de “docking” tienden a forzar la interaccion entre las proteinas,
acercando mas de lo debido algunos atomos (Krippahl y colaboradores, 2003). Esto
hace que la energia del sistema sea muy alta, y nos entregue posibles falsos positivos
con respecto a aminodcidos que se cree estén participando en la interfase del complejo

proteina — proteina.
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Creacion de topologias de los cromoforos

Un importante logro en esta tesis fue la creacion de las topologias de los
cromoforos presentes en las ficobiliproteinas ficoeritrina y ficocianina. La
disponibilidad de estas topologias posibilita en el futuro, cualquier tipo de estudio o

simulacion con la ficobiliproteina completa incluyendo los cromoéforos.

La elaboracion de las topologias se realizd en parte usando el servidor ProDrg
(http://davapc1.bioch.dundee.ac.uk/programs/prodrg/; Schuettelkopf y colaboradores, 2004),
y en su mayoria por andlisis de la estructura cristalina de los cromoforos, debido a que
ProDrg so6lo entrega informacion para el campo de fuerza Gromos87, que no considera
los hidrogenos de manera explicita, como lo hace OPLS. Esto obliga a complementar
esta informacion con un estudio detallado de la estructura, asi como de la hibridacion

presentada por cada dtomo en la estructura del cromoforo.

Uno de los puntos mas conflictivos es la asignacion de cargas parciales, debido a
que estas deben presentar aproximaciones tales que permitan incorporar la influencia
del enlace peptidico asi como la influencia de un medio proteico en las cercanias de las
estructuras creadas, por lo que, posterior al calculo ab-initio de estas cargas, se debe
introducir ésta aproximacion. Sin embargo, no existe consenso en la actualidad sobre
cual es la mejor aproximacion post calculo ab-initio de las cargas, por lo que se decidio
asignar las cargas de acuerdo a lo indicado por ProDrg y por simple inspeccion de
estructuras similares ya definidas en los campos de fuerza (por ejemplo, cadenas

alifaticas, grupo Hemo, etc). Esta metodologia es ampliamente usada por las personas
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que crean librerias de topologias, como lo demuestran las publicaciones gratuitas de

topologias de compuestos en la pagina de GROMACS (http://www.gromacs.org).

Eleccion del campo de fuerza utilizado

La inexistencia de informacion referente a campos de fuerza especializados para
optimizar resultados de “docking” proteicos ha hecho necesario que se realice un
estudio comparativo para asi evaluar y elegir uno de estos que sea el mas adecuado para
este tipo de estudios. Como ya se ha visto, el software de mecanica molecular utilizado
para realizar la dindmica molecular es GROMACS, el cual es muy versatil y rapido en
comparacion a otros. GROMACS posee 5 campos de fuerzas y estos fueron evaluados
mediante un “docking dirigido” llamado asi porque sus componentes estan
originalmente interaccionando y se conoce por ende la solucion al problema. En este
experimento se decidio trabajar con una solucidon con un grado de error, debido a que las
superficies de interaccion presentadas por los mondmeros por separado ya son ideales
(los aminoacidos poseen la conformacion que presentan al estar interaccionando con
otra proteina), lo que hace que se obtengan muy buenos resultados con el “docking”
rigido, es decir, no seria un requisito realizar un posterior procedimiento de dinamica
molecular. Al trabajar con un complejo que presenta una solucion no 6ptima, lo que se
busca es hacer que la dindmica reconstituya el complejo o al menos logre la orientacion
del mejor complejo (2.46 A). En los experimentos de “docking no-dirigidos”, como es
el caso de las ficobiliproteinas completas, los mejores resultados presentan ciertas
imperfecciones, debido a que como los componentes han sido cristalizados por
separado, sus superficies de contacto no presentan la conformacion estérica Optima que

presenta una superficie de un “docking” enlazado (Camacho y colaboradores 2003), por
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lo que una etapa de dinamica molecular posterior permite corregir estas pequefias

imperfecciones.

Al observar los resultados dados por los 5 campos de fuerza, vemos que todos
convergen a una estructura relativamente estable (figura 18) y ademas presentan un
plateau de minima energia (figura 19). Sin embargo, al hacer un anélisis comparativo de
las estructuras generadas luego de la dinamica molecular, vemos como OPLS/AA
(ffoplsaa) produce los mejores resultados, pues fue el campo de fuerza, que si bien no

reconstituyod el complejo cristalografico, si logré optimizar la estructura, produciendo un

desplazamiento de la subunidad . Ademas, al comparar los AEnergia, puede observarse
que este campo de fuerza ademas presenta la mayor variacion de energia potencial, lo
que demuestra la generacion de una estructura mas estable que las generadas por los
demas campos de fuerza. Cada uno de estos calculos requiere 24h de calculo
computacional en un computador PC PIV de 2.0 GHz de velocidad del procesador y 1
GB de memoria ram, a excepcion de Gromos96 para vacio (ffG43bl), que solo requiere
un par horas, debido al menor numero de atomos considerado (no posee las aguas

explicitas que tienen los otros campos de fuerza).

Una vez seleccionado el mejor campo de fuerza para realizar estudios de
“docking”, es posible usarlo para hacer una serie de estudios de simulacién molecular

como los que se describen a continuacion:

- “minimizaciones energéticas” para disminuir la energia del sistema creado por

“docking” u optimizarlo estructuralmente, proceso en que los atomos no sienten

ninguna fuerza (como si la simulacion fuera realizada a 0 K), y que permite explorar
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una pequena zona de la hipersuperficie de potencial, pudiendo llegar a minimos

energéticos locales, que a veces pueden ser mayores que el minimo global;

- "simulaciones MonteCarlo" (Abagyan y colaboradores, 1994; Steinbach, 2003), en
que se crean y evaluan conformaciones al azar, dentro de un nimero de conformaciones
posibles; esta metodologia es util para explorar varias posibilidades, permite encontrar
un minimo global, pero no permite generar una trayectoria del evento, por lo cual es

dificil asegurar que se ha llegado a una conformacion estable ;

- " dinamicas moleculares", técnica que permite encontrar el minimo global y ademas
genera una trayectoria que permite seguir la dinamica en el tiempo que dure la
simulacion, en el orden de los ps (pico segundos), pero que en algunos casos debe
extenderse a los ns (nano segundos) debido a la alta energia que presente el sistema, o a
que se obligue al sistema a llegar una conformacion deseada, para luego minimizar esta
estructura (Steinbach, 2003). Una derivacion de la dindmica molecular, es usar un
protocolo conocido como “simulated annealing” (Filizola y colaboradores, 1997), el
cual consiste en calentar el sistema y luego enfriarlo con el objeto de explorar en su
totalidad la hipersuperficie de potencial, pues al aumentar la temperatura, aumentamos
la energia al sistema, con lo cual es posible salir de minimos locales muy pronunciados
y llegar al minimo global, cosa que se logra con el enfriamiento paulatino que permite ir
explorando con mas detalle la vecindad de los estados energéticos para una

conformacion dada.
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Modelo de varilla post-dinamica molecular

La dinamica molecular aplicada a la varilla fue mas corta en el tiempo, debido a
que a los 120 ps el sistema converge a un punto donde no se presentan mayores
variaciones, observandose un plateau que se mantiene constante hasta el final de la
simulacion (figura 20). Ademas, el uso de un protocolo de “simulated annealing” ayuda
al sistema a encontrar el minimo global, ya que al agregar temperatura, se entrega
mayor energia al sistema lo que permite subir barreras energéticas de un minimo local
muy pronunciado, salir de éste y explorar toda la hipersuperficie de potencial. El uso de
una temperatura constante para los cromoforos se debe a que en una primera simulacion
calentando todo el sistema, su conformacion se alterd, ciclandose mas de lo normal
(figura 8), cosa que concuerda con la observacion experimental que a temperaturas por
sobre 30° C se pierden las propiedades espectroscopicas de las ficobiliproteinas

(Bunster y colaboradores, 2000).

Los datos estructurales de la varilla obtenidos al finalizar la dindmica molecular
muestran un aumento de su estabilidad al aumentar el nimero de puentes hidrogenos y
puentes salinos, pero el nimero de aminoacidos interaccionando es menor, esto se
explica porque el procedimiento de “docking” rigido, genera a veces distancias
interatomicas cortas (Chen y colaboradores 2003), haciendo que interaccionen
demasiado. Es justamente este tipo de interacciones las que se corrigen con la dindmica

molecular posterior.

Se puede observar que la disposicion espacial de los cromoforos en la antena

rigida casi no varia con respecto a la posicion observada en la varilla optimizada por la
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dindmica molecular. Esto hace suponer entonces que seria posible realizar un modelo de
conduccion de luz realizando sélo “docking” rigido de las ficobiliproteinas, sin
necesidad de una dinamica molecular. Sin embargo, si bien este modelo de conduccién
de luz presentaria las mismas vias preferenciales de conduccion de luz que el modelo al
que se le hizo una dindmica posterior, estructuralmente no seria valido. Al obviar la
dindmica molecular generamos un modelo que posee superficies de interaccion no
optimizadas y contactos inter atdbmicos muy cortos de una proteina con respecto a la
otra, por lo tanto se puede concluir que resulta necesario hacer la dindmica molecular
para presentar un modelo, que ademas de explicar la alta eficiencia en la conduccion de

luz, sea valido desde el punto de vista estructural.

Vias preferenciales de conduccion de luz intra ficobiliproteina

Las vias preferenciales de conduccion de luz intra ficobiliproteinas fueron
determinadas tanto para ficoeritrina como ficocianina usando la estructura cristalina de
las mismas. Como ya se mencion6 anteriormente, las vias de conduccion intra
ficocianina fueron determinadas en el afio 2004 por Almonacid en el Laboratorio de
Biofisica Molecular de la Universidad de Concepcidn, usando para ello la expresion

completa de la ecuacion de Forster (ecuacion 1), debido a que se conoce la totalidad de

los elementos que componen dicha ecuacién. Ademas el factor de orientacion K fue

calculado y no asumido, como se habia mostrado en trabajos anteriores.

Un importante aporte de este trabajo es que, por primera vez se postulan vias
preferenciales de conduccion de luz al interior de ficoeritrina calculando constantes de
transferencia de luz a través de la ley de Forster. Con anterioridad, sélo se habian usado

aproximaciones basadas en distancias (Contreras-Martel, 2000), pero nunca se habian
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calculado el valor de constantes de transferencia o tiempos de duracion del evento de

transferencia de fotones en un par dador aceptor.

Para poder hacer calculos de constantes de transferencia, se utilizo la version
modificada de la ecuacion que describe la ley de Forster (ecuacion 3). Para usar esta
ecuacion, es necesario conocer el tiempo de vida media de fluorescencia del croméforo
dador, el factor de orientacion «, el radio de Forster del cromoforo dador, y la distancia
entre el par de cromoforos. De la literatura se obtuvo el valor de tiempo de vida media
de fluorescencia de ficoeritrobilina, 3.33 ns (Otto y colaboradores, 2003). Se us6 este
mismo valor para la totalidad de los cromoéforos, inclusive ficourobilina, debido a que es
similar al observado en el tiempo de vida media de fluorescencia de la ficoeritrina
completa (Otto y colaboradores, 2003), lo que indica que ninguno de los cromo6foros por
separado tendrd un valor de vida media de fluorescencia mayor que este. Ademas,
usando el valor de tiempo de vida media de fluorescencia de ficocianina en los primeros
calculos de constantes de transferencia, dié excelentes resultados en comparacion a los
observados luego con la expresion completa de la ecuacion de Forster. El factor de
orientacion k fue determinado en base a un método mecano cudntico semi empirico con
el hamiltoniano PM3 (Frisch y colaboradores, 2002), para la determinacion de los
momentos dipolares, y luego calculado con un algoritmo matematico escrito en Maple7
(Waterloo Maple, Inc.). Esto es importante si se piensa que hasta la fecha solo se habian
asumido los momentos dipolares de los cromoéforos, y mds aun, nunca se habian
realizado estudios a los cromo6foros pertenecientes a ficoeritrina. La ecuacion reducida,
ademds integra el radio de Forster, pardmetro que engloba todos los datos
espectroscopicos que estan explicitos en la ecuacion completa de la ley de Forster. Dado

que el fendmeno de FRET ocurre a distancias menores de 100 A, y el radio de Forster se
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define como la distancia a la cual la eficiencia de la transferencia es igual a la mitad del
méximo (Stryer y colaboradores, 1967), se ha asumido este valor como en 50 A, valor
que ha sido utilizado en calculos previos para describir, con esta expresion reducida de
la ley de Forster, vias intra fiocianina (Duerring y colaboradores, 1991) antes de que se
conocieran la totalidad de los parametros espectroscopicos que permitieron usar la

expresion completa de la ecuacion.

La comparacién de los resultados obtenidos con ambas metodologias fue similar,
y estos son los principales argumentos para validar las vias postuladas con la ecuacion
reducida en ausencia de los parametros espectroscopicos que permitan usar la expresion
completa. No obstante, si analizamos la metodologia utilizada y los resultados
obtenidos, notaremos que el radio de Forster usado no es 50 A, sino 61 A. Se escogi6
este valor ya que con un radio de Forster de 50 A no se logran conectar la totalidad de
los cromodforos al interior de ficoeritrina, y existe evidencia experimental que
demuestran que este valor puede oscilar entre 44 y 63 A (Debreczeny y col. 1995). Se
disefi6 entonces una serie de calculos en los cuales se definié como el radio de Forster
correcto a aquel en el cual todos los croméforos estén conectados al menos con uno
mas. El resultado de este pequefio experimento in silico reveld que con un radio de
Forster 61 A se logra la participacion de la totalidad de los croméforos, y no se
observan cromo6foros que no reciben ni entregan fotones, como ocurre con un valor de
50 A, lo que desde el punto de vista funcional pierde sentido, debido a que si en la
naturaleza se presentara esta situacion, el sistema no presentaria la alta eficiencia

observada.
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Trabajos previos hechos en el Laboratorio de Biofisica Molecular (Contreras-
Martel, 2000) mostraron que, basandose s6lo en distancias, se presentaban 3 vias
simétricas al interior de ficoeritrina, y que estas vias no corresponden a las esperadas
que generen un tercio de ella, como seria los cromo6foros que forman la estructura
cristalina AB/KL (un tercio perfecto de la ficobiliproteina), sino que estos hacen
participar a cromodforos de los tercios contiguos. Los célculos realizados en esta tesis
confirman esta aseveracion, lo que nos indica entonces la importancia estructural de la
forma de anillo de la proteina, y el por qué entonces no se presentan otros tipos de
estructuras. Es importante sefalar que el tiempo que duraria la transferencia de luz al
interior de una ficoeritrina (35 ps aproximadamente), concuerda con los observados
experimentalmente: 37 ps (Glazer y colaboradores, 1985), lo que confirma el modelo

propuesto.

Vias preferenciales de conduccion de luz inter ficobiliproteinas

Del mismo modo como fueron determinadas las vias intra ficobiliproteina fueron
determinadas las vias inter ficobiliproteina. Para ficoeritrina, se observa que cada uno de
los tres tercios que componen cada via intra ficoeritrina posee conduccion de luz hacia
la ficoeritrina siguiente. No obstante, dichas vias hacia la siguiente ficoeritrina son
distintas en cada tercio, esto es debido al d&ngulo generado entre las ficoeritrinas. Mas
aun, vemos que la dindmica molecular no es capaz de modificar este angulo, lo que nos
indica dos posibilidades: 1.- que la estructura es altamente estable con este grado de
asimetria; o 2.- que el efecto de las ficocianinas hace que no sea posible la correccion
de este angulo. En este punto es bueno enfatizar la presencia de proteinas “linkers”
(Glazer, 1989). Los "linkers" tienen por funcioén ayudar a estabilizar al ficobilisoma y a

sus componentes, y es por eso que tal vez estas proteinas podrian estar ayudando a
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mantener una estructura mas simétrica o compensar de alguna forma la asimetria. Sin
embargo,se observa que los tiempos de transferencia estdn de acuerdo a los esperado
para una ficobiliproteina (Glazer y colaboradores, 1985), y mas aun, al analizar
detalladamente los resultados podremos ver que se presentan 3 tipos de cromoéforos:
receptores, transmisores y dadores. La propiedad que un foton puede entrar al sistema
en cualquiera de estos, sin importar el tipo, demuestra la alta eficiencia del sistema,

ahora representada por el modelo propuesto.

En el caso de la conduccion ficoeritrina- ficocianina, a pesar de tener todos los
datos para usar la ecuaciéon completa de la ley de Forster para ficocianina, se debe
trabajar con la ecuacion reducida (ecuacion 3). Esto se debe a que uno define las
propiedades del cromoforo dador, y no las del receptor, y dado que el dador es un
croméforo de ficoeritrina, debemos usar la expresion reducida para asi poder
describirlo. Es interesante de sefialar que, tanto en el modelo rigido como en aquel pos-
dindmica, las vias son preferentemente unidireccionales desde ficoeritrina a ficocianina,
a diferencia de lo que sucede entre ficoeritrina ficoeritrina, o ficocianina ficocianina,
donde las vias son reversibles. Esto le da direccionalidad al sistema, y entrega la
informacion que una vez que un foton es entregado desde ficoeritrina a ficocianina, este
no puede volver a atras. No obstante, en este modelo es mucho mas acentuado el angulo
formado entre las ficobiliproteinas, y es por ello existe un menor nimero de vias,
incluso al término de la dindmica molecular, sélo 2 de los 3 tercios de ficoeritrina

aparecen participando en vias inter ficoeritrina ficocianina.
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El modelo final se complement6 con los datos obtenidos por Almonacid en el
2004, permitiendo disponer por primera vez de un modelo minimo completo de

conduccion de luz a lo largo de una varilla del ficobilisoma de Gracilaria chilensis.

Estudios complementarios, usando la expresion completa de la ecuacion de
Forster, se realizardn siempre que se disponga de la totalidad de los datos
espectroscopicos de cada cromoéforo de ficoeritrina. Ademas como resultado de esta
tesis es posible calcular los momentos dipolares usando métodos ab initio de mecéanica
cudntica, por lo tanto es posible formular en un futuro cercano un modelo de

conduccion de luz mucho mas exhaustivo desde el punto de vista metodologico.
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6.- CONCLUSIONES

l1.- Se ha logrado estandarizar una técnica de “docking” proteico para
ficobiliproteinas, estableciendo criterios cuantitativos de evaluacion de los complejos

generados.

2.- Se crearon las librerias de topologias de los cromo6foros presentes en las
ficobiliproteinas de Gracilaria chilensis para los diferentes campos de fuerza utilizados

en los estudios de dinamica molecular.

3.- Se establecido un protocolo de optimizacion de complejos generados por

procesos de “docking” mediante dindmica molecular.

4.- Se construyd un modelo minimo de varilla de ficobilisoma de Gracilaria
chilensis y se postuld vias de conduccion de luz intra e inter ficobiliproteina. El modelo
obtenido concuerda con las evidencias experimentales, por lo que constituye un modelo

estructural y funcionalmente correcto.
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7.- APENDICES

Apéndice 1: Instrucciones para el uso de ZDOCK

El programa ZDOCK asi como sus programas anexos necesarios para realizar el
“docking” de proteinas, no estan integrados en el directorio /bin, por lo que deben ser
ejecutados en la carpeta en la cual se encuentra el programa (por ejemplo:

/home/maxi/zdock)

El primer paso es agregar los valores de ACE (atomic contact energy),
pardmetros para estimar la desolvatacion en la superficie de cada proteina involucrada
en el estudio de “docking” con el fin de acotar al 4rea de buisqueda. Esto se realiza con
el programa “mark sur” del paquete ZDOCK, bajo el siguiente comando:

Comando 1:

maxi@localhost:./mark sur proteina.pdb proteina marcada.pdb

Este comando le dice al computador que lea el archivo denominado
“proteina.pdb”, que le agregue los valores de ACE, de la superficie de Van der Waals y
que reconozca los atomos que estén en la superficie. El resultado es un nuevo archivo,
denominado “proteina marcada.pdb”. Esto se debe hacer para ambas proteinas
participantes del “docking”. Los valores de ACE permiten truncar los datos para acotar
el area de busqueda utilizando la informacion experimental disponible. Si sabemos qué
aminoacidos no participan en la superficie de interaccion, solo debemos cambiar su
valor de ACE (columnas 55 y 56 del nuevo archivo PDB generado) por el valor 19. Esto

hara que los resultados en los cuales estos aminoacidos aparezcan en la superficie de

95



interaccion sean penalizados, con lo cual se le dice al programa que este resultado en
particular no posee ningun significado biologico y debe ser descartado. Ademas, en la
nueva version que estd disponible en el servidor de la Universidad de Boston, estd la
opcion de que, ademds de decirle al programa qué aminoéacidos no participan en la
superficie de interaccion, la de decirle cuales si estdn en ella, garantizando que las
observaciones hechas de manera experimental previamente sean incluidas en su

totalidad a la hora de hacer la simulacion de la interaccion entre dos proteinas.

Una vez que ya tenemos nuestras proteinas listas, se debe ejecutar el programa
ZDOCK propiamente tal, de la siguiente manera:
Comando 2:
maxi@localhost: ./zdock -N 500 -D -R proteina marcadal.pdb
—-L proteina marcadaZ.pdb -o resultados.out

Esta linea de comandos dice que ejecutemos ZDOCK con las opciones —N y —D.
La opcion —N indica cuantos resultados queremos en el archivo de salida, denominado
en este caso “resultados.out”. En el ejemplo anterior, el valor de —N es 500, por lo cual
solo estaran los 500 primeros resultados, y no los 2000 resultados que entrega por
defecto ZDOCK. Esto tiene importancia desde el punto de vista de espacio de disco
duro, pues luego uno debe crear cada una de las estructuras, es decir, 2000 modelos por
defecto, y si asumimos un valor de 1 MB por modelo, es necesario disponer de 2 GB de
espacio libre en el disco duro para poder analizar los resultados. Luego, la opcion —D es
para hacer la busqueda mas exhaustiva, pues esto permite bajar el paso angular de 15°,
que es el valor por defecto, a 6°. Este cambio, sin embargo, hace aumentar el tiempo de
calculo a 15 veces lo que demoraria el hacerlo a 15°. La orden —R y —L son para llamar a

las proteinas que participaran del “docking”. —R serd la receptora, es decir, la que esté
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fija, e idealmente debe ser la de mayor tamafio para asi disminuir el costo
computacional que involucraria rotarla y trasladarla. —L entonces es la proteina ligando,
la que serd rotada y trasladada. Como ya se habra deducido, la orden —o es para nombrar

al archivo de salida que contendra los resultados.

La duracién del célculo dependera del tipo de equipamiento disponible; sin
embargo el proceso puede monitorearse utilizando los comandos “top” o “ps” de Linux.
Este software no permite detener el calculo en estados intermedios. Al término del

proceso se genera el archivo de salida “resultados.out”

Una vez finalizado el célculo, es necesario generar las estructuras encontradas en
el archivo “resultados.out”, este archivo incluye las coordenadas de los centros de masa
de la proteina ligando y receptora en su encabezado, ademds del nombre de cada una de
ellas (proteina_marcadal.pdb y proteina_marcada2.pdb). A partir de la linea 5 de este
archivo se incluye una lista de los resultados desde el 1 al 2000 (1 al 500 en nuestro
ejemplo) donde cada una de las lineas posee las coordenadas de la ubicacion espacial de
la proteina ligando, en base a su centro de masa. Con esta informacion, se llama a un
nuevo programa del paquete ZDOCK para reconstruir las estructuras de los modelos
encontrados en el archivo “resultados.out”. Esto lo hacemos con el comando “create.pl”,
de la siguiente manera:

Comando 3:

maxi@localhost: ./create.pl resultados.out

El comado create.pl, es un script de Perl, por lo que debemos fijarnos que la

ubicacion de Perl sea la correcta en la primera linea del script. Para ello es necesario
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escribir la ubicacion correcta de Perl (la que podemos encontrar ya sea con el comando
“whereis” o “locate”). Una vez ejecutado este “create.pl”, se crearan en el directorio
actual los 500 complejos contenidos en el archivo resultados.out. Cada complejo es
denominado complex.n, donde “n” es el nimero del ranking, o sea, el complejo N° 1

segin ZDOCK ser4 el archivo denominado complex.1, y el 500 sera complex.500.
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Apéndice 2: Instrucciones de uso para GROMACS

Gromacs a diferencia de ZDOCK estd localizado dentro del directorio de
ejecutables, por lo que puede ser llamado desde cualquier directorio creado para
trabajar. Se recomienda que sea instalado en “rpm” (RedHat package manager) que es
un formato precompilado que trae todo los requerimientos basicos para poder ejecutar la

aplicacion deseada.

1.- El primer paso es convertir las coordenadas del archivo pdb al formato
gromos o gro. Es necesario ademds generar un archivo que contenga todas los
topologias de este archivo de coordenadas. Esto lo hacemos con la siguiente orden:
Comando 4:
maxi@localhost: pdb2gmx -f proteina.pdb -p proteina.top -o

proteina.gro

En este ejemplo, el subprograma es “pdb2gmx” y las opciones —f indican el
nombre del archivo de entrada; -p para senalar el nombre del archivo de salida de
topologias, extension .top; y —o es el nombre del archivo que contendré las coordenadas

en formato gromacs, con extension .gro.

2.- En segundo lugar debemos generar una caja llena de solvente en la cual
situaremos en el centro de ella a nuestra proteina:
Comando 5

maxi@localhost: editconf -f proteina -o -dc 0.5

maxi@localhost: genbox -cp out -cs -p proteina -o solvatada
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La primera linea de comando llama al programa “editconf”, con las opciones —f
para indicar el nombre del archivo de entrada en formato gro; la opcion —o indica el
nombre del archivo de salida, y en este caso se usard la opcion por defecto que es
out.gro; ademas se sefiala la opcion —dc, que indica que la proteina debe ser centrada en
la caja y que el solvente debe estar a una distancia no menor de 0.5 A de los bordes de
la caja. La segunda linea genera la caja propiamente tal, especificando el tipo (cubica o
u octaédrica) y el solvente utilizado. La opciéon —cp indica el nombre del archivo de
entrada, que en este caso es out (el nombre que se dio como archivo de salida en la linea
anterior); la opcién —cs indica el tipo de solvente, que en este caso al no tener ninglin
valor utiliza el modelo de agua por defecto (spc216); la opcion —p llama al archivo que
contiene las topologias del sistema (archivo generado con el comando pdb2gmx); y por
ultimo la opcidon —o para indicar el nombre del archivo de salida, que contendra las

coordenadas de la proteina mas el solvente seleccionado.

Para iniciar la simulacion se necesita un archivo de comandos, denominado
archivo.mdp, que puede generarse a partir de los que trae como ejemplo gromacs, lo
que facilita mucho el trabajo. Estos archivos estan en el directorio
/ust/local/share/gromacs/html. El modo de dar estas instrucciones es de la siguiente
manera:

Comando 6:
maxi@localhost: grompp -v -f em -c¢ solvatada -o em -p

proteina

En esta linea de comando se llama al programa “grompp”, que se encarga de
cargar todas las 6rdenes y deja todo listo para ejecutar la simulacion. La opcion —v

despliegua en pantalla de lo que va ocurriendo; la opcion —f indica el nombre del
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archivo de entrada de los parametros de la simulacién (en éste caso em.mdp); la opcion
—c entrega el archivo de coordenadas (solvatada.gro); la opcion —o indica el nombre del
archivo de salida (em.tpr) con las 6rdenes correspondientes para el comando que
realizard la simulacion (comando mdrun); por ultimo, la opcion —p indica el archivo que

posee las topologias de nuestro sistema.

Este programa posee la capacidad de emitir sefiales de advertencia cuando
detecta errores (warning). El error més frecuente corresponde a la carga neta del sistema
que debe poseer carga cero (0), o lo mas cercana a cero. Si existe una diferencia de
carga, esta serd informada con un warning, indicando la carga actual del sistema. Este
problema se corrige usando el programa “genion” de acuerdo a:

Comado 7:
maxi@localhost: genion -s em -o em ion —-nname Cl -nn 15 —-ng
1 -g ion.log B

En el ejemplo anterior, la opciéon -s indica el nombre del archivo de entrada,
“em.tpr”, que generd6 como archivo de salida el programa “grompp”; la opcién —o
indica el nombre del nuevo archivo de coordenadas “gro”, que ahora posee ademas las
coordenadas del contra ion agregado al sistema; la opcidon —nname es para indicar que
serd un ion negativo, en este caso Cl, también puede cambiarse por —pname si se trata de
un ion positivo, seguido del nombre del ion; la opcion —nn indica el niimero de iones
que deben agregarse al sistema para neutralizar la carga existente (en este ejemplo
agregan 15 cloruros); la opcidon —nq indica el valor absoluto de la carga del ion, que en
este caso es 1; por ultimo la opcion —g genera un archivo log en el cual estard
detalladamente todo lo realizado con el programa “genion”, inclusive la hora de uso. Al

inicio de la ejecucion de “genion” el programa interroga sobre los elementos del sistema
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que deben sustituirse (agua por iones, generalmente). Una vez neutralizado el sistema se
gjecuta nuevamente grompp, con el sistema mas los contra iones. Esta etapa requiere
editar el archivo de topologias, “proteina.top”, agregando en la ultima linea el nombre
del ion (en este caso Cl) y al lado de €l separado por al menos un espacio el nimero de
iones, se debe restar este nimero al total de moléculas de solvente, denominadas SOL,
para asi mantener el numero constante de elementos en la simulacién. El programa
grompp se vuelve a ejecutar nombrando como archivo de coordenadas en la opcion —c,
el nombre del archivo que contiene el sistema con los iones.

Ej: grompp -v -f em -c em _ion -o em -p proteina

La simulacion se inicia con el programa “mdrun”, usando la sentencia:
Comando 8:

maxi@localhost: mdrun -v -s em -o em -c after em -g emlog

El programa mdrun se ejecuta con la opcion —v que detalla en pantalla lo que va
sucediendo; la opcidon —s que indica el nombre del archivo de entrada, “em.tpr” en este
caso; la opcion —o que indica el nombre del archivo de salida que contendrd la
trayectoria de la simulacién, con la informacion correspondiente a las diferentes
estructuras que se vayan formado a cada momento; la opcion —c que indica el nombre
del archivo de salida, correspondiente a un archivo de coordenadas formato “gro” de la
ultima estructura generada por la simulacion; por ultimo, la opcidon —g que genera un

archivo “log” que posee toda la informacion generada durante la simulacion.

El protocolo que se utiliza con el software GROMACS es general a todo tipo de
calculo. La diferencia de cada simulacion va a depender entonces del archivo de

parametros mdp (Se sugiere trabajar tomando como base el archivo mdp que viene
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como ejemplo dentro de la carpeta “tutor. En este archivo se debe especificar el tipo de
integrador a usar, es decir la indicacion sobre el tipo de simulacion a efectuar. Si se usa
el integrador “steep” esta orden le indica al computador que la simulacion debe ser una
minimizacion energética utilizando “steepest descent”. Para realizar una dindmica
molecular, se requiere cambiar el integrador a “md” y modificar algunos pardmetros en
el archivo mdp, especialmente los referente a temperatura y velocidades iniciales,

parametros que no se requieren para un steepest descent.

La ejecucion de un steepest descent tarda solo unos segundos, y puede seguirse
la simulacion en pantalla. La ejecucion de una dindmica molecular, requiere un tiempo
de calculo mucho mayor, dependiendo del procesador (dias o semanas). Esto hace que
al ejecutar el programa “mdrun” que comenzard la simulacion, sea necesario el
siguiente comando:

Comado 9:
maxi@localhost: mdrun -v -s pr -e pr -o pr -c after pr -g
prlog >& pr.Jjob & -

En este ejemplo, se observa que el nombre del archivo de parametros es
“pr.mdp”’; todos los archivos de salida poseen este prefijo. Se recomienda llamar estos
archivos de acuerdo a la simulacidon a realizar: en una minimizacion energética es
conveniente llamar los archivos “em” (energy minimization), en el ejemplo recién
citado el prefijo “pr” corresponde a una dindmica de pre equilibrio. En el “comando 9”
para el programa “mdrun” se ha agregado la opcidon —e, que indica a “mdrun” que debe
generar un archivo de salida que guarde toda la informacion referente a la energia del
sistema a lo largo de la simulacion. Este dato permite el analisis de la simulacion hasta
llegar a un minimo energético. La segunda opcion que se ha agregado al sistema esta

dada por el signo “>”. Este simbolo es usado en UNIX para indicar que lo se genere se
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guarde en el archivo que se sefiale a continuacién de este signo. En este ejemplo, el
archivo es pr.job. Los simbolos “&” indican al computador que ejecute estas 6rdenes en
segundo plano, guardando el proceso en el archivo pr.job. El comando “tail” permite
saber lo que esta sucediendo en la simulacion, y el tiempo de simulacion restante. El
siguiente comando ejecuta “tail”:

Comando 10:

maxi@localhost: tail -f pr.job

La opcion —f indica que archivo debe leer. Como su traduccion lo indica este

comando lee la “cola” del archivo que se especifique en la opcién —f.

A continuacién se entrega el archivo mdp usado para la dindmica por 200 ps con

simulated annealing de la varilla rigida del ficobilisoma de Gracilaria chilensis:
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; User Maxi (236)

; septiembre 5 del 2004

; Input file

title = MD antena

cpp = /lib/cpp

constraints = all-bonds

integrator = md

dt = 0.002 ; ps !

nsteps = 100000 ; total 200 ps.

comm_mode = none

nstcomm = 1

nstxout = 500

nstvout = 1000

nstfout = 0

nstlog = 500

nstenerqgy = 500

nstlist = 10

ns_type = grid

rlist = 1.0

rcoulomb = 1.0

rvdw = 1.0

optimize fft = yes

; Berendsen temperature coupling is on in two groups

Tcoupl = Dberendsen

tc-grps = Protein SOL CcYcC CYE CYU ASM NA+
tau t = 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
ref t = 288 288 283 283 283 288 288
; Energy monitoring

energygrps = Protein SOL CYC CYE CYU ASM NA+

; Isotropic pressure coupling is now on

Pcoupl = berendsen

Pcoupltype = isotropic

tau p = 0.5

compressibility = 4.5e-5

ref p = 1.0

; Parametros para el simulated annealing

annealing = single single single single single single
single

annealing npoints = 4 42 2 2 44

annealing time = 0 10 150 190 0 10 150 190 0 200 0 200 0 200 O
10 150 190 0 10 150 190

annealing temp = 288 303 303 288 288 303 303 288 283 283 283 283

283 283 288 303 303 288 288 303 303 288
; Generate velocites is on at 288 K.

gen vel = yes
gen_temp = 288.0
gen_seed = 173529

Figura 37. Archivo “mdp” para realizar dindmica molecular con protocolo de simulated
annealing usado en la varilla rigida de esta tesis.

Otras opciones para cada programa mencionado asi como el modo de uso de los
distintos programas de andlisis pueden encontrarse en el manual de GROMACS

(http://www.gromacs.org; Van der Spoel, 2003)
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Apéndice 3: Edicion de archivos para crear topologias de compuestos nuevos

Una dato a considerar es que el servidor ProDrg

(http://davapc1.bioch.dundee.ac.uk/programs/prodrg/ ) genera topologias para la mayoria de

los compuestos en el campo de fuerza gromos (ffgmx o gromacs).

Los distintos campos de fuerza que posee GROMACS traen por defecto las
definiciones topologicas para un nimero limitado de compuestos quimicos para las
simulaciones correspondientes. Estos compuestos son los 20 aminodacidos, agua, algunas
sustancias organicas como alcanos, alquenos y alquinos, y sustancias como ATP,
NADPH; ligandos tipicos que son comunes a muchas proteinas y enzimas, ademas de

metales, iones y algunos gases.

A estas librerias de compuestos es posible agregar nuevos compuestos de interés

para el investigador, como se describe a continuacion.

En GROMACS, los archivos que definen las caracteristicas de los compuestos
estan ubicados en el directorio denominado “top”, el cual se encuentra bajo la ruta
/usr/local/share/gromacs. Para cada uno de los campos de fuerza, 7 archivos deben
modificarse independientemente, mas un octavo que es comun a todos:

aminoacid.dat

- ff?7?.atp
- ff27.0tp
- {f??.hdb

- ff??.bon.itp
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- {ff?nb.itp

- ff??-n.tdb

- ff??-c.tdb
En esta lista, los simbolos “??”indican que en esa posiciéon se introducen
nombres de los distintos campos de fuerza. “aminoacid.dat”, corresponde a una base de
datos que contiene los nombres de los distintos compuestos definidos en todos los
campos de fuerza, en esta ubicacion se agrega el nuevo compuesto a esta base datos con

el nombre que posee en el archivo pdb que analizaremos.

Ff??-n.tdb y {f??-c.tdb generan la informacioén para indicar si nuestro compuesto
es el N terminal o el C terminal de una cadena polipeptidica. Si no se ubica en alguna de

estas posiciones su edicion puede omitirse.

El archivo ff??.atp posee la informaciéon de los distintos tipos de atomos
definidos para el campo de fuerza en particular. Un mismo dtomo puede poseer distintas
definiciones en este archivo; por ejemplo, el carbono es un dtomo con muchas
definiciones: ha sido definido participando como metano, CH2, CH3, alqueno, alquino,
en un anillo de 6 miembros, de 5 miembros, etc. Lo mismo sucede con el oxigeno y los
estados de oxidacion de algunos metales. Aqui estan definidas casi la totalidad de las
circunstancias en la cual se podria encontrar un 4tomo, sin embargo, es posible ademas

agregar tipos nuevos, correspondientes a un tipo nuevo de enlace.

Para agregar un nuevo compuesto solo es necesario editar 4 archivos:

- ff27.0tp
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- {f??.hdb
- ff??.bon.itp

- ff27nb.itp

ff??.rtp define como es el compuesto fisicamente, es decir indica qué atomos
estan enlazados, los dngulos de enlaces, y define el tipo de atomos. El segundo archivo,
ff??.hdb, indica a que atomos debemos agregar hidrogenos. Ff??bon.itp indica las

interacciones enlazantes y ff??nb.itp las interacciones no enlazantes.

Ejemplo de edicion para glicina en el campo de fuerza ffgmx (gromos87)

a) edicion de archivo ffgmx.rtp:
Este archivo define los compuestos desde el punto de vista de enlaces, angulos y
tipos de atomos. Cada compuesto debe definirse uno a continuacion del otro separado
por una linea en blanco. Dentro de la definicion de cada compuesto no deben quedar

lineas en blanco. Este archivo posee la siguiente forma:

[ GLY ]

[ atoms ]
N N -0.280 0
H H 0.280 0
CA CH2 0.000 1
C C 0.380 2
0 O -0.380 2

[ bonds ]
N H
N CA
CA C
C 0
-C N

[ impropers |
N -C CA H
-C -CA N -0

Figura 38. Formato de un compuesto en el archivo rtp.
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Vemos que el aminoacido glicina es primeramente nombrado de la manera en la
cual es llamado en el archivo pdb, GLY, dentro de paréntesis cuadrados. A continuacién
son indicados los atomos, luego los enlaces y por ultimo los dngulos impropios que se

dan en este aminoacido.

Dentro del campo atomos, en la primera columna se encuentran los 4&tomos que
componen el aminoacido, que deben corresponder a los listados en el archivo pdb a
excepcion de los hidrogenos que son agregados por GROMACS, pero si deben estar
indicados en esta columna; y en la segunda columna se describe a que tipo de atomo
corresponde. La obtencion del tipo de 4&tomo la sacamos del archivo ffgmx.atp, donde
debemos buscar la definicidn que mejor se ajuste a nuestro dtomo en particular. La
tercera columna muestra la carga parcial que posee este atomo, y la cuarta columna al
grupo par cargado, donde se ve que los dos primeros son un par, pues sus cargas suman
cero, y asi sucesivamente. La obtencion de la carga parcial para un residuo nuevo puede
ser uno de los problemas mas grandes, pues en la actualidad existen diversos y
contradictorios métodos de obtencion de las cargas parciales, todos basados en calculos
ab-initio de mecénica cuantica (Frisch y colaboradores, 2002), llamados single point,
debido a que no optimizan la estructura. Se deben usar bases de la familia Hartree Fock,
en especial la HF/6311G** (Pigache y colaboradores, 2003), y usar aproximaciones
para ser usadas en campos de fuerza, ya que se debe emular ciertas distribuciones de
carga cuando interactian con otros compuestos o dtomos. Para esto pueden utilizarse
metodologias como ESP/RESP y CHELPG (Frisch y colaboradores, 2002; Pigache y
colaboradores, 2003). Resulta apropiado revisar los compuestos ya definidos extraer la

informacion necesaria para el compuesto que queremos definir.

109



Enlaces. El segundo campo corresponde a los enlaces, donde se observan sélo 2
columnas. La primera indica el atomo que estd enlazado con el de la columna dos. Se

utiliza el nombre del atomo, no el tipo de dtomo.

Angulos impropios. El tercer campo hace referencia a los angulos impropios y
contiene en cada linea los cuatro 4&tomos que forman un angulo dihedro impropio. Esta
informacion puede obtenerse por observacion de la estructura de nuestro compuesto. El
signo menos (-) indica los atomos que conforman parte del esqueleto de la proteina, a
excepcion del nitrdgeno que no debe llevar este signo. Con esta informacion
GROMACS deduce qué trios de dtomos estan formando un angulo, y cuéles son los
dihedros propios. Para otros campos de fuerza, como OPLS/AA, en este archivo se debe
detallar la informacion de dngulos, y dihedros propios en campos apartes sefialado los

atomos que los conforman.

b) edicion del archivo ffgmx.hdb:

Este archivo posee la informacion para agregar los distintos hidrégenos a los

residuos definidos en el archivo rtp. La forma de este archivo es asi:

GLY 1

Figura 39. Formato de un compuesto en el archivo hdb

En este archivo, la primera linea debe llevar el nombre del aminoécido o
compuesto, seguido del numero de adiciones. El numero de adiciones (no es el numero

de hidrogenos agregados) es el numero de atomos a los que se les deben agregar
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hidrégeno. En las lineas sucesivas se indican estas adiciones. Cada adicion se divide en

3 partes, dada por las 5 0 6 columnas que componen cada linea.

La primera columna, indica cuantos hidrogenos deben ser agregados a este

atomo.

La segunda columna, indica el tipo de hidrogeno que corresponde a uno de los 7

tipos siguientes:

1 un hidrégeno planar, por ejemplo en anillos o enlace peptidico
> un hidrégeno simple, por ejemplo el del un hidroxilo

3 dos hidrégenos planares, por ejemplo los visto en un NH,

4 dos o tres hidrogenos tetraédricos, por ejemplo los del CHs

s un hidrégeno tetraédrico, como el del CCH

¢ dos hidrégenos tetraédricos, como los del CH,

7 dos hidrégenos de agua, HOH

Las 3 o0 4 columnas restantes indican los nombres de los d&tomos que estén juntos
al &tomo que obtiene el hidrogeno, y se les denomina atomos control. El primer 4&tomo
que se nombra es aquel al que se le agrega el hidrogeno. Si son 3 0 4 4&tomos en total va
a depender del tipo de adicion, donde el tipo 1 lleva 3 atomos, y el resto 4, a excepcion

del 7.
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Para glicina, s6lo hay una adicidn, correspondiente al hidrogeno que debe ser
agregado al nitrégeno del enlace peptidico (tipo 1), y que el atomo que lo recibe es el N,

los atomos control son el C y el Ca.

¢) edicion del archivo ffgmxbon.itp:

Este archivo contiene la informacién separada por bloques en las cuales se

definen las distintas interacciones. Asi es posible escoger un caso cualquiera para

ejemplificar el modo en el que deben ir las 6rdenes y como es posible obtener algunos

valores.
[ bondtypes ]
;o1 J func b0 kb
C ¢} 1 0.12300 502080.
C OM 1 0.12500 418400.
[ angletypes |
HE I k func thO cth
HO OA C 1 109.500 397.480
HO OA CH1 1 109.500 397.480
[ dihedraltypes ]
;o1 1 func q0 cq
NR5* NR5 2 0.000 167.360
NR5* NR5* 2 0.000 167.360
[ dihedraltypes ]
HE| k func phi0 cp mult
C OA 1 180.000 16.736 2
C N 1 180.000 33.472 2

Figura 40. Formato del archivo ffgmxbon.itp

Este archivo contiene los pardmetros de todas las interacciones enlazantes,
divididas en 4 grupos: tipos de enlaces, tipos de angulos, y tipos de dngulos dihedros

propios e impropios. Cada uno posee el tipo de atomo que participa (no el nombre del
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atomo), el valor de la medida y una constante para este valor. Cada uno de los bloques

que componen este archivo se describen a continuacion.

El primer bloque hace referencia a los tipos de enlace, donde en la primera y
segunda columna se nombra el tipo de atomo que participa del enlace, la tercera
columna corresponde al tipo de funcion, que para enlaces es 1 en ffgmx y OPLS, y 2
para los basados en Gromos96. La cuarta columna lleva el valor de la longitud del
enlace en nanometros (nm). La quinta columna posee el valor de la constante de este

enlace en kJ mol'nm™.

El segundo bloque hace referencia a los tipos de dngulos. Estd compuesto por 6
columnas, de las cuales las 3 primeras indican los tipos de atomos que forman este
angulo; la cuarta columna indica la funcién de esta interaccion, “1” para ffgmx y OPLS,
y “2” para los basados en Gromos96. La quinta columna indica el valor en grados
sexagesimales del angulo theta (0). Por tltimo la sexta columna indica el valor de la
constante de este angulo en kJ mol'rad? para ffgmx y OPLS, y kJ mol™ para los

basados en Gromos96.

El tercer bloque es para definir a los angulos dihedros impropios. Posee 5
columnas, de las cuales las dos primeras hacen referencia a los tipos de dtomos que

i
1

estan en las posiciones “i”y “I”. La tercera columna indica la funcion, que siempre es 2;
la cuarta columna indica el valor del 4ngulo &, formado por los planos i,j,k y j,k,1. La

cuarta columna indica el valor de la constante de este angulo, expresada en kJ mol™”

rad?.
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El cuarto bloque define los angulos dihedros propios. Posee 6 columnas, de las
cuales las 2 primeras indican los tipos de 4&tomos en las posiciones “j” y “k”. La tercera
columna indica la funcion, que siempre es 1. La cuarta columna define la medida del
angulo ¢, formado por los planos i,j,k y j,k,1, la cual sera 0 6 180, dependiendo si los
atomos 1y | estan al mismo lado vistos a través del eje formado por los dtomos j y k
(forma cis) o en lado opuestos (forma trans). La quinta columna indica el valor de la
constante de este angulo, expresada en kJ mol'. La sexta columna describe la

multiplicidad, siendo ésta la distinta combinacion de enlaces formados a partir de los

atomos j y k.

d) edicion del archivo ffgmxnb.itp:
Al igual que el archivo anterior, estd dividido en bloques. Se describe un

ejemplo general para indicar la composicioén de cada bloque.

[ atomtypes ]

;name mass charge ptype co6 cl2
¢} 15.99940 0.000 A 0.22617E-02 0.74158E-06
OM 15.99940 0.000 A 0.22617E-02 0.74158E-06

[ nonbond params ]

HE j func cb cl2
0 0 1 0.22617E-02 0.74158E-06
0 OA 1 0.22617E-02 0.13807E-05

[ pairtypes |
;1 J func cs6 csl2

0 0 1 0.22617E-02 0.74158E-06
0 oM 1 0.22617E-02 0.74158E-06

Figura 41. Formato del archivo ffgmxnb.itp

Este archivo estd formado por 3 bloques; el primero de ellos hace referencia a
los tipos de 4tomos. En este bloque deben ser definidos: el tipo de atomo; su masa, que

la obtenemos del archivo ffgmx.atp; su carga, especificando si es neutro o no; el tipo de
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particula, en este caso “A” denotando que son atomos; y por ultimos tenemos los
parametros de Van der Waals V (c6) y W (c12). Estos coeficientes se calculan de la

siguiente manera:

Ecuacion 4:
Vi = CG® = 4¢6° [ kI mol' nm® ]
Wi = Ci(lz) = 4 g 01'12 [kJ mol! nm" ]

Donde ¢ es la constante dieléctrica y o es el radio de Van der Waals.

El segundo bloque define pardmetros no enlazantes entre dos dtomos i j. Posee 5
columnas, donde las dos primeras indican los atomos que estan participando de la
interaccion; la tercera columna indica la funcién, que siempre es 1; y la cuarta y quinta
corresponde a los valores de los coeficientes de Van der Waals V y W, que se calculan

de la siguiente manera:

Ecuacion 5:
Vi =Ci® = (C{® )"

Wij — Cij(12) — (Ci(12) Cj(12))1/2

En que los valores de C© y C!"? se calculan de acuerdo a la regla descrita para el

primer bloque.

El tercer bloque define las interacciones 1 — 4, es decir aquellas separadas por 3

enlaces. Describe lo mismo que lo observado en el segundo bloque, y el modo de

calcular los pardmetros V'y W es igual.
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Este procedimiento permite editar los archivos necesarios para crear un nuevo
compuesto definido en uno de los campos de fuerza de GROMACS, en este caso el
campo de fuerza ffgmx. Para la edicién de las topologias para otros campos de fuerza
se repite el procedimiento, con algunos cambios en el orden o en la ubicacion de

algunos bloques.
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Apéndice 4: Calculo de constantes de transferencia de luz de acuerdo a la

Ley de Forster

Esta etapa es realizada integramente bajo sistema operativo Windows utilizando
los programas Gaussian98, GaussView, y la herramienta matematica Maple7. Todos
estos programas estan instalados en las maquinas de cdalculo del Laboratorio de

Biofisica Molecular.

Obtencion de los p. El primer paso es la obtencion de los momentos dipolares
de los cromoforos que contienen las ficobiliproteinas. Para ello se deben extraer las
coordenadas de cada cromodforo desde el archivo .pdb Esto se hace abriendo el
archivo .pdb que contiene las coordenadas atomicas de un hexdmero de Ficobiliproteina
en un procesador de texto. Se extraen las coordenadas de cada cromoéforo a partir del
archivo .pdb, y se crea un nuevo archivo .pdb para cada uno de ellos. Es importante
notar que las coordenadas atomicas de los cromo6foros pueden encontrarse en la posicion
respectiva que les corresponde dentro de la cadena polipeptidica, al final de la cadena
polipeptidica en la cual se encuentran, o al final de todas las cadenas polipeptidicas.
Otras veces no todos los atomos figuran juntos en el archivo .pdb, es decir, a veces una
porcion del cromoforo aparece en una parte del archivo .pdb y el resto en una posicion
distinta. Hay que tener estas precauciones en mente. Un cromdforo normal posee 43

atomos.

Luego se utiliza GaussView para abrir el archivo .pdb de cada cromoéforo. Este
programa permite agregar los atomos de hidrogeno necesarios (antes de abrir un
archivo el programa pregunta automaticamente: “Would you like to add hydrogens to

your structure?” a lo cual debemos responder que si). Por defecto los archivos se
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muestran en el estilo wireframe, un formato que dificulta visualizar atomos. Una
visualizacion adecuada se obtiene cambiando la opcion “Display Format” en menu
“View” y dentro de ella “molecule”, donde se debemos cambiar la opcion “wireframe”
por “Balls & Stick”. Es comlin que aparezcan inconsistencias en la hibridizacion de los
atomos pesados en la estructura de los cromoforos. Para agregar atomos de hidrogenos,
se debe seleccionar la opcion “Add Valence” y luego hacer “click” sobre el atomo al
cual se quiere agregar un hidrogeno. Para borrar un hidrégeno basta con seleccionar la

opcion “Delete Atom” y luego hacer click sobre el atomo que se quiere borrar.

Estas mismas herramientas se usan para modelar la porcion aromatica de un
cromoforo o protonar un Nitrogeno o Carboxilo. Aqui es también util ir al ment View y
seleccionar la opcién Labels. El niimero de cada 4&tomo se va a mostrar en el mismo
orden en que aparecen en el archivo .pdb de entrada. Finalmente se debe guardar el

archivo con extension .gjf

Estos archivos gjf deben ser modificados para especificar el tipo de calculo que
uno quiere realizar en Gaussian98. Es necesario abrir el archivo .gjf de cada uno de los

cromoéforos en un editor de texto y borrar las lineas iniciales que por defecto dicen:

FTmem=6MW

Tnproc=1

%chk=153B.chk

# rhf geom=connectivity

Figura 42. Encabezado de un archivo .gjf

En vez de las lineas anteriores, se escriben 2 lineas que definen el tipo de calculo

que se desea y la memoria que se va a utilizar en el célculo:
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FTmem=200MB
#T PM3 sp scf=(maxcycle=1000)

Figura 43. Encabezado correcto en un archivo .gjf para realizar calculos SP (single
point)

Ademas, se debe reemplazar la linea que viene a continuacion (Title Card

Required) por un titulo para el calculo.

Finalmente se deben borrar todas las conectividades que posea el archivo,

procurando dejar dos lineas en blanco al final del archivo.

Para ejecutar los calculos en Gaussian98 se puede abrir Gaussian y dentro de ¢l
el archivo que se desee ejecutar. Luego se debe presionar la opcion Run y especificar el

nombre del archivo de salida que llevara la extension .out.

Cuando se posee multiples archivos .gjf a los cuales se desea conocer el
momento dipolar, es conveniente ejecutarlos todos a partir de un solo archivo .bat desde
DOS. Para ello, se debe crear un archivo .bat en la misma carpeta donde se poseen los
archivo .gjf. Este archivo ejecutable debe poseer en la primera linea el archivo raiz
donde se encuentra Gaussian98, y a continuacion ejecutar Gaussian98 no interactivo
(g98.exe) sobre cada una de las moléculas que se tienen, en este ejemplo: 153B, 153D y

153F.
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path=c:\g98w

c:\g98w\g98.exe 153B.gjf
c:\g98w\g98.exe 153D.gjf
c:\g98w\g98.exe 153F.gjf

Figura 44. Ejemplo de un archivo .bat para ejecucion seriada de archivos .gjf

Esto genera un archivo con extension .out para cada cromoforo, el cual posee
informacion referente al momento dipolar y a las coordenadas estandar asignadas por

Gaussian98 a cada cromoforo.

El célculo de kappa (k) a partir de los momentos dipolares, asi como el valor de
las constantes de transferencias se realiza con el sotware Maple7. Este software asigna a
cada cromoforo en el archivo PDB su correspondiente momento dipolar calculado en
Gaussian98, calcula kappa, y luego, usando los valores de tiempo de vida media de
fluorescencia y radio de Forster determina las constantes de transferencia. Para lograr
todo esto, es necesario generar un archivo denominado arbitrariamente como
nitrogenos-dipolo.txt, el cual contiene las coordenadas de los 4 cromoforos en el archivo
.out mas el momento dipolar. Los datos que se extraigan de cada archivo .out deben
escribirse en un archivo de texto en el mismo orden en que aparecen. Es decir, para cada
cromoforo tendremos una lista de 5 vectores: los 4 primeros correspondientes a la
posicion de los nitrégenos y el tltimo para el momento dipolar. La lista que tendremos

serd de la siguiente manera:

-6.092470 -0.926771 0.105649
-1.932569 0.321522 -0.328373
1.009972 0.574141 0.206445
5.266833 -0.194070 -0.159424
1.000000 0.000000 0.000000

Figura 45. Lineas que describen a un cromoforo en el archivo nitrégenos-dipolo.txt
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Luego, los datos de todos los cromoforos se reunen en un solo archivo, el cual
,por tanto, poseerd 480 vectores en el caso de la varilla generada en esta tesis (96
cromoéforos). Es importante sefialar que el orden en que se dispongan los cromdforos
debe ser igual al orden escogido para definir las propiedades experimentales de ellos

que se usan para los posteriores calculos en Maple.

Posteriormente se extraen las coordenadas de los 4 nitrogenos de cada
cromoforo, pero ahora desde el archivo PDB. Esta lista debe ser en el mismo orden que
la lista anterior y debe ir inmediatamente a continuacién (son 384 lineas mas). Por lo

tanto obtendremos un archivo de 884 lineas.

Este archivo generado es 1til s6lo si se usa ya sea la version simplificada de la
ecuacion de Forster, o la version completa, pero no podemos mezclar ambas. Por lo
tanto, es recomendable generar archivos nitrogenos-dipolo.txt diferenciados para cada
caso (por ejemplo uno para PE-PE, que usara la ecuacion reducida; y uno para PC-PC

que usara la ecuacion completa, por poseer una informacion experimental completa).

Para la ecuacion reducida, debe usarse el archivo Maple radio-mod.mws,
disponible en el Laboratorio de Biofisica Molecular, dentro del cual se encuentra
claramente detallado cada parametro y el tipo de calculo que realiza cada seccion. Este
programa permite modificar el radio de Forster y tiempo de vida media, asi como el tipo
de resultados a desplegar. Este archivo radio-mod.mws en su primera linea indica donde
se encuentra el archivo nitrogenos-dipolo.txt, por lo tanto la ruta debe estar
correctamente especificada. Los resultados se despliegan en el orden que son entregados

a los cromoforos en el archivo nitrégenos-dipolo.txt, es decir, 1 corresponde al primer
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cromoforo, y 10 al décimo, asi con todos, por lo que es conveniente tener muy claro en
que orden van los cromoforos para luego tener una correcta asignacion de pares

dadores-aceptores calculados en Maple7.

Para el uso de la ecuacion de Forster completa, se requiere usar el archivo PC-
PC.mws. Este archivo es similar al presentado recientemente, pero posee parametros de
tiempo de vida media de fluorescencia para cada cromo6foro en particular; integrales de
acoplamiento entre los espectros de emision y absorcion de los pares de cromoéforos; y
valores para el rendimiento cuéntico de cada cromoéforo. Los resultados son entregados
de la misma forma; por lo tanto es necesario conocer correctamente el orden de los

cromoforos en el archivo nitrogenos-dipolo.txt.
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