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RESUMEN

TITULO: COMPLEJOS ENZIMA-SUSTRATO EN LA SINTESIS DE FAD DE Corynebacterium
ammoniagenes: ESTUDIO COMPUTACIONAL"

AUTOR: Juan de JesuUs Seco Arias™
PALABRAS CLAVE: FMN, FAD, CaFADS, Acoplamiento molecular, Dinamica molecular.
DESCRIPCION:

En mamiferos, la sintesis de FMN y FAD es catalizada por la riboflavina quinasa (RFK) y la FMN
adenililtransferasa (FMNAT) respectivamente, mientras que en procariotas estos dos procesos son
catalizados por la enzima bifuncional FAD sintetasa (FADS). En la FADS, la sintesis de FMN ocurren
en el médulo C.-Terminal (o médulo RFK), mientras que la sintesis de FAD ocurre en el moédulo N-
Terminal (o médulo FMNAT). Diferencias como las descritas anteriormente entre la FADS de
procariotas y las enzimas monofuncionales de eucariotas, han convertido la FADS en un blanco para
el disefio de farmacos.

Este trabajo esta enfocado en el de la interaccion enzima-sustrato del médulo FMNAT de la CaFADS
y los efectos de la configuracion cabeza-cola en esta interaccion. Actualmente no se conoce la
estructura del complejo enzima-sustrato para el médulo FMNAT de la FADS, por lo que ha dificultado
su investigacion. En este estudio se proponen dos complejos enzima-sustrato para el médulo FMNAT
de la FADS de C. ammoniagenes (CaFADS). El primero muestra la interacciéon entre el médulo
FMNAT-sustratos. El segundo muestra la interaccion FMNAT-sustratos, en la configuracion cabeza-
cola. Para ello, se utilizaron herramientas computacionales como: acoplamiento molecular,
minimizacion y dinamica molecular. Los resultados muestran que el ATP es estabilizado por puentes
de hidrégeno con los residuos F24, H31, N125, L155 e 1162. Mientras que el FMN es estabilizado
mediante puentes de hidrégeno con Y106, G129, T127, H57 y N125.

El médulo RFK indujo la formacién de puentes de hidrégeno en el ATP que pueden ser importantes
en la catdlisis; ademas favorecio el acoplamiento del FMN con los metilos expuestos al exterior del
sitio activo y restringioé los movimientos del FMN. La configuracion cabeza-cola se estabilizdé por
puentes salinos entre R65, R66 y E208. Este estudio aporta nuevo conocimiento acerca de la
interaccion enzima-sustrato en el médulo FMNAT.

" Trabajo de Grado
™ Facultad de ciencias, Escuela de Biologia, Directores: Doctor Isaias Lans Vargas, Doctora Martha
Cecila Daza.
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ABSTRACT

TITTLE: ENZYME-SUBSTRATE COMPLEXES ON THE SYNTHESIS OF FAD FROM
Corynebacterium ammoniagenes: COMPUTATIONAL STUDY"

AUTHOR: Juan de JesUs Seco Arias™
KEY TERMS: FMN, FAD, CaFADS, molecular docking, molecular dynamic.
DESCRIPTION:

In mammals, FMN and FAD synthesis is catalyzed by the Riboflavin Kinase and the FMN
adenylyltransferase respectively, whereas in prokaryotes, these both process are catalyzed by
bifunctional FAD enzyme synthetase (FADS). In FADS, the synthesis of FMN happened in the C-
terminal module (RFK module), while the synthesis of FAD happened in the N-terminal module
(FMNAT module). Differences as described above between FADS prokaryotes and mono-functional
eukaryotes enzymes, have made FADS in a target for the design of pharmaceutical agents.

This study is focused on the enzyme-substrate interaction of the FMNAT module of the CaFADS and
the effects of the head-tail configuration in this interaction. The structure of the enzyme-substrate
complex for the FADS FMNAT module is not known, making its research difficult. Two enzyme-
substrate complexes have been proposed in this analysis for the FMNAT. The first one shows the
interaction between the FMNAT-substrate module. The second one shows the interaction FMNAT-
substrate but with the FMNAT module in the presence of the RFK module in the head-tail configuration
of the CaFADS. For it, some computational tools were used such as: molecular docking, minimization
and molecular dynamic. The results show that the ATP is stabilized by hydrogen bonding with the
F24, H31, N125, L155 and 1162 residues and the Hydrogen Bounding FMN with Y106, G129, T127,
H57 and N125 ones. The RFK module induced the formation of Hydrogen Bounding in the ATP that
might be important in the catalysis; in addition, it helped the docking of the FMN with the Methyl
exposed outside of the active site and restricted the movements of the FMN. The head-tail
configuration was stabilized by saline bonding among R65, R66 and E208. The Mg?* stabilized the
ATP and FMN phosphates. These analysis provide new knowledge about the enzyme-substrate
interaction on the FMNAT module.

" Investigation.
™ Faculty of sciences, Program of Biology, Directors: Doctor Isaias Lans Vargas, Doctor Martha
Cecilia Daza.
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INTRODUCCION

Las flavoproteinas y flavoenzimas usan como cofactores derivados de la flavina:
mononucleétido de flavina (FMN) o dinucleétido de adenina vy flavina (FAD), formas
biolégicamente activas de la riboflavina (RF). El rol del FMN y el FAD en reacciones

de oxidacion/reduccion es fundamental para mantener la homeostasis celular [1].

Todos los seres vivos transforman la RF primero en FMN y luego el FMN en FAD en
dos reacciones secuenciales [2]-[5]. En procariotas, la enzima bifuncional FAD
sintetasa (FADS) realiza la sintesis de FAD. La FADS se compone de dos médulos
estructurales: el modulo terminal-C, riboflavina quinasa (RFK) y el médulo terminal-
N, FMN adenilitransferasa (FMNAT). El médulo RFK fosforila la RF para formar
FMN en una reaccion dependiente de trifosfato de adenosina (ATP) y Mg?'.
Posteriormente, el FMN sintetizado pasa al médulo FMNAT para formar FAD en una
reaccion dependiente de ATP y Mg?* (Anexo F) [6]. La sintesis de FAD requiere un
reordenamiento estructural para producir un complejo Enzima-sustratos
cataliticamente competente, de tal forma que se facilite la ruptura del enlace a-
fosfodiester del ATP [7]. Esta estructura presenta el Mg?* coordinado por los
fosfatos del ATP, interacciéon que favorece que el fosfato del FMN se aproxime al
fosfato-a del ATP en direccion opuesta al fosfato-3, esta configuracion propicia el
ataque nucleofilico en linea directa [7], [8]. Por otro lado, en mamiferos, la sintesis
de FMN y FAD se cataliza en dos enzimas independientes: la riboflavina quinasa
(RFK) (EC 2.7.1.26) y FMN adenilil transferasa (FMNAT) (EC 2.7.7.2), siguiendo la

misma secuencia de reacciones descrita para procariotas [6], [9], [10].

Estudios han revelado diferencias en la estructura y en el mecanismo catalitico de
la sintesis de FMN y FAD entre procariotas y eucariotas. Se destaca que si bien el
moédulo RFK de la FADS presenta alta homologia secuencial y estructural con las
RFK de mamiferos; el médulo FMNAT de la FADS, presenta baja homologia

secuencial y estructural con las FMNAT de mamiferos [11]-[13]. Estas diferencias
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convierten a la FADS en un blanco potencial para el disefno racional de farmacos
selectivos contra patégenos procariotas, resistentes a farmacos conocidos en la
actualidad [14]-[18].

La FADS de Corynebacterium ammoniagenes (CaFADS), es la FADS mejor
caracterizada de los procariotas, ha sido propuesta como modelo de entendimiento
de las FADS bacterianas, tales como Mycobacterium tuberculosis (microrganismo
causante de la tuberculosis) y Streptococcus pneumoniae (principal agente
etiolégico de la neumonia) [17]-[19]. En Colombia, la tuberculosis representa la
cuarta causa de muerte por enfermedades transmisibles [20]. Por otro lado, S.
pneumoniae es un patdégeno asociado a diferentes enfermedades, entre las que se
encuentra la neumonia, que es una de las causas mas frecuentes de morbilidad y

mortalidad en nuestro pais [19].

La CaFADS esta compuesta por 338 residuos aminoacidicos, presenta dos modulos
estructurales: el médulo terminal-N (residuos 1-186, FMNAT) y el médulo terminal-
C (187-338, RFK) [7]. El modulo FMNAT, posee actividad FMN adenilil transferasa
y muestra una topologia de plegamiento de tipo Rossman [17]. El médulo FMNAT
muestra alta similaridad con enzimas de la superfamilia nucleotidil transferesa;
mientras que con la FMNAT de mamiferos muestra baja similaridad secuencial y
estructural [6]. Por otro lado, el médulo RFK posee actividad riboflavina quinasa, su
topologia consiste de un barill-p y muestra alta similaridad con las RFK de

eucariotas [6].

La estructura cristalografica de la CaFADS (FADS, PDB 2XO0K), muestra una
estructura cuaternaria compuesta de un hexamero conformado por un dimero de
trimeros [17]. Cada trimero muestra una configuracion que se le ha denominado
cabeza-cola, esta configuracion facilita la transferencia del FMN sintetizado en el

moédulo RFK al médulo FMNAT de un protémero vecino; debido a la formacion de
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un canal que comunica ambos sitios activos (Anexo G). Estudios han evidenciado
que la configuracion cabeza-cola es importante para la estabilizacion del hexamero
y la catalisis en médulo RFK. Ademas el médulo RFK en configuracion cabeza-cola
se presume debe tener un rol en la actividad enzimatica del médulo FMNAT, ya que
interacciona con el sitio de unién del FMN [16], [17], [21], [22].

La FADS es una enzima objetivo para el disefio de inhibidores selectivos de la
sintesis de FMN y FAD en procariotas [17]. Sin embargo, para buscar los inhibidores
selectivos, el primer paso es entender los mecanismos estructurales y funcionales
de la sintesis de FMN y FAD catalizada por la FADS procariota e identificar las
diferencias con la sintesis de FMN y FAD en eucariotas, particularmente mamiferos.
A la fecha se han realizado estudios de la FADS bacteriana que han aportado
conocimiento estructural y funcional de la sintesis de FMN y FAD. Sin embargo,
estos estudios se han centrado principalmente en la sintesis de FMN; lo anterior se
debe principalmente a que se cuenta con una estructura cristalografica del complejo
enzima-sustrato del modulo RFK, mientras que la sintesis de FAD ha sido estudiada
en menor extensién porque no existe un complejo enzima-sustrato para el modulo
FMNAT [13], [16]-[18], [22], [23].

El presente trabajo esta direccionado a proponer y describir un complejo enzima-
sustrato para el moédulo FMNAT de la CaFADS, con sus sustratos ATP, FMN y el
cofactor Mg?*, ademas de evaluar la estabilidad y analizar las interacciones enzima-
sustrato en el sitio activo del médulo FMNAT. El estudio se realiz6 usando dos
modelos: el primero con la estructura cristalografica del médulo FMNAT y el segundo
en el moédulo FMNAT interaccionando con el médulo RFK, teniendo en cuenta la
configuracion cabeza-cola del hexamero de la CaFADS. Para alcanzar nuestros
objetivos utilizamos herramientas computacionales, tales como acoplamiento
molecular y dinamica molecular. En ambos modelos los complejos enzima-sustrato
propuestos fueron estables. El Mg?* estabiliza los grupos fosfato de ambos sustratos

de la enzima. El moédulo RFK en configuracion cabeza-cola contribuye a la
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estabilizacion y a la correcta orientacion del FMN para producir un complejo Enzima-
sustratos cataliticamente competente,[7], [8]. La estabilidad de la configuracion

cabeza-cola fue atribuida a los puentes salinos establecidos entre R65 y R66 con el
residuo E268.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar la interaccidn enzima-sustrato del moédulo FMNAT de la enzima FAD

sintetasa de Corynebacterium ammoniagenes.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Proponer un modelo del complejo ATP/Mg?*-moédulo FMNAT de la FADS de C.

ammoniagenes.

Proponer un modelo del complejo ATP/Mg?*/FMN-modulo FMNAT de la FADS de C.

ammoniagenes.

Proponer un modelo del complejo ATP/Mg?*/FMN-mddulo FMNAT con la interaccion

cabeza-cola de la FADS de C. ammoniagenes.

Analizar la estabilidad de los complejos enzima-sustrato del médulo FMNAT de la

FADS a través de simulacién por dinamica molecular.



2. METODOLOGIA

En este trabajo se usaron técnicas de simulacion molecular ampliamente conocidas.
A continuacién se hara una leve descripcion de los conceptos involucrados en

dichas técnicas, con el objetivo de exponer los conceptos basicos.

2.1. CAMPO DE FUERZA

En mecanica molecular (MM), las moléculas se representan como un conjunto de
particulas (nucleos) conectadas entre si por medio de resortes (enlaces). En este
modelo, las moléculas pueden rotar o plegarse en respuesta a fuerzas inter- e intra-
moleculares. Estas rotaciones pueden ser descritas por medio de funciones que
representan el comportamiento de los enlaces, de angulos de enlace y angulos
diedros, y de las interacciones no enlazantes. El tipo y numero de funciones, asi
como los parametros usados en ellas, definen los llamados campos de fuerza [24],
[25]. Los campos de fuerza se usan para calcular la energia potencial como una
suma de términos, cada término describe la energia requerida para distorsionar una
molécula en una manera especifica [25], [26]. Asi, campos de fuerza como, Amber,
Gromos, y CHARMM, entre otros, son utilizados para calcular la energia de

sistemas moleculares [27]-[29].

2.2.  MINIMIZACION

Podemos calcular la energia potencial asociada a una configuracion nuclear
especifica con el uso de funciones de energia potencial. Si exploramos cada
configuracion del espacio configuracional (N-dimensional) y a cada configuracion
del espacio configuracional se le evalua su energia potencial, se obtiene como
resultado la superficie de energia potencial N-dimensional (SEP) para ese sistema
nuclear en funciébn de las coordenadas nucleares [30]. Si el sistema en
consideracion esta compuesto por N nucleos, el numero de grados de libertad en el

espacio conformacional sera 3 N. Por lo tanto, para obtener la totalidad de la SEP



se tendria que explorar infinitos puntos de cada una de las 3 N dimensiones en
coordenadas cartesianas (3 N-6 en coordenadas internas) del sistema.

La SEP posee puntos que presentan mayor interés, como los maximos y minimos
energéticos. El conocimiento de la SEP es fundamental para explicar la estabilidad,
estructura y describir las reacciones quimicas [24], [25]. Asi, la minimizacion se usa
para encontrar estructuras correspondientes a los minimos energéticos dentro de la
SEP.

2.3. ACOPLAMIENTO MOLECULAR

El AM es una técnica computacional ampliamente usada para la prediccion del
modo de unidn de un sustrato al sitio activo de una enzima. Existen varios
programas para realizar AM [31]. En el presente estudio se usé Autodock 4.2, el cual
usa un algoritmo genético lamarckiano para generar las poses, y una funcion de
puntuacion basada en el campo de fuerza de amber para seleccionar la pose del

sustrato con mayor afinidad por la enzima [27], [32].

2.4. DINAMICA MOLECULAR

A partir de la funcion de campo de fuerza se puede determinar la energia potencial
de un sistema estatico. Sin embargo, integrando la ecuacion de movimiento de
Newton (F = ma, donde, F es la fuerza ejercida sobre la particula, m es la masa de
la particula y a su aceleracion) se puede simular la evolucién del sistema en funcion
del tiempo y asi, generar una trayectoria del sistema en el tiempo. A partir de dicha
trayectoria es posible obtener el valor promedio de los observables del sistema. [24],
[26].
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2.5. PREDICCION DE LOS COMPLEJOS ENZIMA-SUSTRATO EN EL
MODULO FMNAT Y MODULO FMNAT+RFK

2.5.1. Preparaciéon del sistema molecular. El modulo FMNAT de la CaFADS se
extrajo del PROTEIN DATA BANK (PDB) cédigo 2X0K. Debido a que la estructura
cristalografica de la CaFADS no presenta los atomos de hidrogeno; se usé6 el
programa PDB2PQR/PROPKA para protonar la enzima a pH 7.0 [33]. AIATP y FMN

les fueron asignadas cargas del tipo Gasteiger-Marsili [34].

2.5.2. Acoplamiento molecular del ATP, Mg?* y FMN en el médulo FMNAT vy el
moédulo FMNAT+RFK. Los sustratos ATP y FMN fueron con optimizados usando
mecanica cuantica con el programa gaussian09, usando el funcional hibrido B3LYP
y una base de calculo 6-31G (d,p). Las estructuras optimizadas fueron usadas como
entrada para el acoplamiento molecular [35]. Se realizaron 100 acoplamientos para
cada sustrato (ATP, FMN) y el cofactor Mg?* usando el programa Autodock 4.2 [36].
El acoplamiento de los sustratos se hizo en el orden descrito experimentalmente
[37]. Primero se acopld el ATP en el modulo FMNAT, después se acoplé el Mg?* en
los fosfatos del ATP, en el complejo ATP-Modulo FMNAT y posteriormente se acoplo
el FMN en el complejo ATP/Mg?*-Modulo FMNAT. Para obtener el complejo enzima-
sustrato en el moédulo FMNAT+RFK (configuracién cabeza-cola) se us6 el complejo
ATP/Mg?*-médulo FMNAT previamente hallado y en este complejo se acoplo el
FMN. Para la busqueda de las poses mas probables se utilizb el algoritmo genético
poblacional de Autodock4.2 con poblacion inicial 150, 25000000 evaluaciones de

energia, 27000 generaciones, tasa de mutacion 0.2 y tasa de crossover 0.8.

2.5.3. Acoplamiento molecular del ATP. La caja de busqueda para el
acoplamiento del ATP se centré en atomo OD1 de la cadena latera del residuo N125,
el espaciado de la rejilla de la caja fue de 0.125 Ay el tamarfio de la caja de 16 A en

los ejes X, Yy Z.
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2.5.4. Acoplamiento molecular del Mg?. La caja de busqueda del acoplamiento
del Mg?* se localizé en los fosfatos del ATP con centro en el fosforo-B del ATP, dado
que en estructuras homdlogas a la CaFADS (tales como la enzima mononucleé6tido
de nicotinamida adenilil transferasa (PDB: 1f9a) de Methanococcus jannaschii, o la
enzima NMN adenili transferasa (PDB: 1ej2) de Methanobacterium
thermoautotrophicum) presentan el Mg?* asociado a los fosfatos del ATP [38], [39].
El espaciado de la rejila de la caja fue de 0.1 A y el tamafio de la caja de 14 A en

los ejes X, Yy Z.

2.5.5. Acoplamiento molecular del FMN. La caja de busqueda para el
acoplamiento del FMN se centré en el carbono-a del residuo T127, el espaciado de
la rejilla de la caja fue de 0.125 A y el tamafio de la caja de 16 A en los ejes X, Yy
Z.

2.5.6. Seleccion de los complejos enzima-sustrato. Los complejos enzima-
sustrato se seleccionaron teniendo en cuenta: a) conformaciones con energia de
afinidad mas bajas obtenidas con Autodock 4.2, b) complejos que tuvieron mayor
numero coincidencias de interacciones por puente de hidrogeno que han sido
reportadas en enzimas homologas a la FADS de C. ammoniagenes [11]-[13], [17],
[23].

2.5.7. Minimizaciéon de los complejos enzima-sustrato. Las minimizaciones de
energia potencial de los complejos enzima-sustrato seleccionados: ATP/Mg?*FMN-
modulo FMNAT y ATP/Mg?*FMN-modulo FMNAT+RFK se realizaron en el programa
CHARMM [40], usando el campo de fuerza CHARMM-27 [29]. Se usé el algoritmo
Newton Raphson (ABNR). El algoritmo de Newton Raphson se usa para encontrar
minimos en la superficie de energia potencial y evitar puntos de silla. La
minimizacion del complejo enzima-sustrato se realizd en dos etapas, en la primera
se minimizd el solvente fijando las coordenadas del sistema enzimatico y en la

segunda etapa se minimizO el complejo enzima-sustrato mas el solvente.
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Consideramos que el modelo esta minimizado cuando la raiz cuadrada de la media

del gradiente de energia es menor a 1x10 [kcal mol”" A”'] [41].

2.6. DINAMICA MOLECULAR DE LOS COMPLEJOS ENZIMA-SUSTRATO

Las estructuras minimizadas del complejo enzima-sustrato del moédulo FMNAT vy el
complejo enzima-sustrato del modulo FMNAT+RFK, se les realizd6 una dinamica
molecular de 5 ns, en una caja ortorrdmbica de moléculas de agua TIP3P,
equilibrada bajo condiciones perioddicas de contorno. Se usoé el algoritmo extendido
implementado en CHARMM para mantener constante una presion de una 1 atmy
el algoritmo Hoover para mantener una temperatura constante de 300K [42]. Se usé
el método Ewald para calcular las interacciones electrostaticas de largo alcance.
Las distancias que involucran atomos de hidrogeno se fijaron usando el algoritmo
SHAKE [40].

Previo a la dinamica molecular el sistema fue calentado y equilibrado. El sistema
fue calentado desde 5 K hasta 300 K, incrementando 25 K cada 200 pasos de DM,
restringiendo la movilidad de los sustratos y la cadena principal de la enzima con
una constante de fuerza de 50 kcal/molA?. Una vez alcanzado los 300 K, se
disminuyé progresivamente la constante de fuerza usada para restringir el
movimiento de a los sustratos y la cadena principal durante 30 ps, hasta permitir el
libre movimiento de los mismos. Una vez equilibrado el sistema se realizaron 5 ns

de dinamica molecular.

2.7. ANALISIS DE LOS COMPLEJOS ENZIMA-SUSTRATO

A los complejos enzima-sustrato seleccionados para el modulo FMNAT y para el

moédulo FMNAT+RFK, se les calculd6 RMSD (raiz cuadrada de la media de las
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posiciones atdomicas) respecto ala conformacion estructural de partida y estructuras

obtenidas durante la trayectoria de la dinamica molecular.

Se les realizé seguimiento de la estabilidad de las Interacciones polares (distancias
entre 2.5y 3.9 A y angulos no menores a 90° entre atomo donador y aceptor se
considerara un puente de hidrégeno) de los complejos enzima-sustrato a través de
la dinamica molecular y se determinaron los contactos de tipo hidrofobico usando

los parametros por defecto del programa LigPlot [43].

Finalmente se realiz6 una descripcion de las interacciones enzima-sustrato (polares
y apolares) encontradas en el acoplamiento molecular y las estructuras
representativas de la dindmica molecular. Para facilitar la descripcidon de las
interacciones enzima-sustrato los nombres de los atomos de los sustratos ATP y

FMN se muestran en el Anexo H.
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3. RESULTADOS

A continuacion se muestran los resultados en el orden descrito en estudios cinéticos
del médulo FMNAT de la CaFADS, donde el ATP se une primero al sitio activo de la

enzima, luego se une el FMN y posteriormente se libera el FAD [7].

3.1. ACOPLAMIENTO MOLECULAR DEL ATP EN EL MODULO FMNAT

Se ejecutd la simulacién de acoplamiento molecular del ATP en el sitio activo del
modulo FMNAT obteniendo 100 poses diferentes, estas poses fueron agrupadas
segun el valor de RMSD respecto a la pose con menor energia de afinidad (Tabla
1). La energia libre promedio de todos los agrupamientos fue negativa, sin embargo,
la energia libre promedio de union del agrupamiento 1 fue 2.35 kcal/mol mas baja
que las del segundo agrupamiento. Ademas, el agrupamiento 1 fue el unico
agrupamiento que presento todas las interacciones reportadas entre ATP y residuos
conservados en enzimas homologas a la FADS bacteriana (1162, L155, G123 y
S164 en C. ammoniagenes) [11]-[13], [17], [23]. Estas caracteristicas de las poses
del agrupamiento 1 frente a las poses de los demas agrupamientos, lo convirtieron

en el agrupamiento del cual se selecciond el modelo del complejo ATP- FMNAT.

Las poses correspondientes al agrupamiento 1 presentan variaciones en la
orientacion de los fosfatos, de tal forma que los oxigenos de los fosfatos apuntan a
direcciones diferentes. Para seleccionar el complejo ATP-médulo FMNAT a partir
del agrupamiento 1, se tuvo en cuenta la pose en que los oxigenos del fosfato-a
apuntan hacia el sito de unién del FMN y que ademas presente la menor energia
libre de unién (Figura 1a). Esta orientacion de los oxigenos facilita la adenililacion
del FMN [8]. Asi, se selecciono la pose 16 del agrupamiento 1, el cual presenta una
energia libre de unidén de -10.36 kcal/mol (Anexo A) [44].
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Tabla 1. Resumen del acoplamiento molecular del ATP en el médulo FMNAT.

Acoplamiento del ATP

Energia libre @ Energia . 1162- L155- G123- S164-

Ag.’”pta [keal/mol promedio>  Numero de poses ATP  ATP  ATP  ATP

“miento ATP] [kcalimol ATP] Poragrupamiento gy (N1)e  (02)c  (Pyy
1 -11.05 -9.48 71 1 1 1 1
2 -7.88 -7.13 10 - - - 1
3 -7.75 -7.62 2 - - - 1
5 -7.57 -7.57 1 - - - -
6 -7.49 -7.06 2 1 - - 1
7 -7.35 -7.14 2 - - 1 1
8 -7.25 -7.25 1 - - - -
9 -7.24 -7.24 1 - - - -
10 -6.89 -6.89 1 1 - - -
11 -6.78 -6.2 2 - 1 1 -
12 -6.54 -6.54 1 - - - -
13 -6.51 -6.51 1 - 1 - -
14 -5.69 -5.69 1 - - - -

@Menor energia libre calculada en el agrupamiento de las poses.
® Energia promedio calculada para cada agrupamiento.
¢ Presencia o ausencia de puentes de hidrégeno entre ATP y el médulo FMNAT reportados

en enzimas homologas ala CaFADS. (1) indica presencia, (-) indica ausencia.

Figura 1. Acoplamiento molecular del ATP en el médulo FMNAT
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(a) Vista estereoscopica del acoplamiento del ATP, en azul residuos del médulo FMNAT
que estabilizan el ATP, en linea punteada puentes de hidrogeno entre ATP-FMNAT. Flecha
negra, orientacion de los oxigenos del en fosfato-a hacia el sitio de union del FMN. (b)
Representaciéon esquematica del acoplamiento 16 del agrupamiento 1; puentes de

hidrogeno en etiqueta naranja, contactos hidrofébicos etiqueta negra.

En la pose seleccionada (Figura 1a y 1b), el ATP es estabilizado por puentes de
hidrogeno e interacciones apolares con el médulo FMNAT. La adenina del ATP se
estabiliza por los siguientes puentes de hidrégeno: 1162/O-ATP/N6 y L155/N-
ATP/N1. La ribosa del ATP se estabiliza por el puente de hidrogeno G123/N-
ATP/O2’. Los fosfatos B y y se estabilizan por los puentes de hidrogeno, S164/0G-
ATP/O1B y R168/NH1-ATP/O3y y R168/NH2-ATP/O2y. Se observan interacciones
apolares de la adenina del ATP con los residuos H28, G30, H31, L34, N125, L154;
interacciones apolares de la ribosa del ATP con los residuos F24, N125, F126 e

interacciones apolares de los fosfatos del ATP con el residuo F24.

3.2. ACOPLAMIENTO MOLECULAR DEL MG?* EN LOS FOSFATOS DEL ATP
ACOPLADO AL MODULO FMNAT

El acoplamiento molecular del Mg?* se realizd en la conformacion del ATP

seleccionada del acoplamiento del ATP. En la ejecucion del acoplamiento molecular
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del Mg?* se obtuvo una sola posicion probable para este (Tabla 2). Se observa que
los fosfatos del ATP estabilizan la carga positiva del Mg?* (Figura 2a). El Mg?* no

muestra interacciones con residuos del modulo FMNAT.

Tabla 2. Resumen del acoplamiento molecular del ion Mg?* en el complejo ATP-
médulo FMNAT.

Acoplamiento del Mg?*

Agrupamiento kcal/mol Mg?*2 Numero de acoplamientos en agrupamiento

1 -11.1 100

2 Energia libre calculada para el acoplamiento del Mg?* en el complejo ATP-médulo FMNAT.

3.3. ACOPLAMIENTO MOLECULAR DEL FMN EN EL COMPLEJO ATP/MG?*-
MODULO FMNAT

El acoplamiento molecular del FMN se realizd en el complejo ATP/Mg?*-FMNAT
hallado previamente. La caja de busqueda se centré en el carbono-a del residuo
T127, localizado en el sitio de unidon propuesto para el FMN en estudios realizados

anteriormente [17], [23].

Se encontraron 5 agrupamientos los cuales en su totalidad estan constituidos por
100 poses del FMN en el médulo FMNAT. Organizados de menor a mayor energia
libre de unién (Tabla 3). Todos los agrupamientos presentaron energia libre de union

negativa de valor similar.
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Tabla 3. Resumen del acoplamiento molecular del FMN en el complejo ATP/Mg?-
moédulo FMNAT

Acoplamiento del FMN

Energia Energia
Distancia
libre promedio Numero de poses Modo de
Agrupamiento ATP(Pa )-
[kcal/mol [kcallmol en agrupamiento unién ¢
FMN(P)
FMN] 2 FMN] °
1 -8.62 -7.66 65 FMN-ME 4.5
2 -7.92 -7 19 FMN-MI 4.9
3 -7.13 -7.07 3 FMN-MI 5.3
4 -6.6 -6.37 12 FMN-MI 5.0
5 -6.42 -6.42 1 FMN-ME 4.6

& Menor energia libre calculada en el agrupamiento.
® Energia promedio calculada en el agrupamiento.

¢ Modo de union del FMN en el sitio activo.

4 Menor distancia entre fosforo-a del ATP y fésforo del FMN en el agrupamiento.

En los 5 agrupamientos se pudo observar que el FMN se orienta de 2 formas
distintas en el sitio activo del moédulo FMNAT. En la primera, el FMN presenta los
metilos del triple anillo de isoaloxazina apuntando hacia el exterior del sitio activo
(FMN-ME) y en la segunda los metilos estan apuntando hacia el interior del sitio
activo (FMN-MI) (Figura 2b y 2c).
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Figura 2. Caracteristicas del acoplamiento molecular del Mg?*y FMN en el médulo
FMNAT.

(a) Acoplamiento del Mg?*. En linea punteada se muestra la distancia entre el fosforo-
a del ATPy fosforo del FMN acoplados en modulo FMNAT. (b) Disposicionde los metilos
del FMN hacia el exterior del sito activo del médulo FMNAT (FMN-ME). (c) Disposicion
de los metilos del FMN hacia el interior del sitio activo del médulo FMNAT (FMN-MI).

Las poses FMN-ME y FMN-MI son estabilizadas por puentes de hidrégeno e
interacciones apolares, algunas de tipo apilamiento 1 con el médulo FMNAT. Ambas
poses presentan energia libre de unién similar, ademas en ambos casos el fosfato
del FMN se aproxima al fosfato-a del ATP. Estas caracteristicas no permiten hacer

una eleccién entre las dos poses.

La pose FMN-ME se estabiliza por puentes de hidrogeno e interacciones apolares.
El residuo T127 forma 4 puentes de hidrégeno con el ribitil del FMN-ME, estos son:
T127/0G1-FMN/O2’, T127/0G1-FMN/O4’, T127/N-FMN/O3’ y T127/0-FMN/O2’
(Figura 3a). La cadena principal de G129 forma un puente de hidrégeno con la
isoaloxazina del FMN-ME, G129/N-FMN/O4 (Figura 3a); adicionalmente los
residuos F54, P58, Y106 y F128 estabilizan por interacciones apolares a la
isoaloxazina. El anillo aromatico del residuo F62 interacciona con la isoaloxazina
por apilamiento 1 y el anillo del residuo F94 se encuentra perpendicular a la

isoaloxazina (Figura 3b).
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En la pose FMN-ME, el oxigeno O1P del fosfato del FMN interacciona con el Mg?*,
esta interaccion aproxima el fosfato del FMN en FMN-ME al fosfato-a del ATP. Esta
configuracion favoreceria la formaciéon de FAD [7]. Se observa que el mddulo
FMNAT estabiliza el FMN-ME en su mayoria por interacciones hidrofébicas con el

triple anillo de isoaloxazina (Figura 3ay 3b).

Figura 3. Acoplamiento molecular del FMN en el complejo ATP/Mg?*-médulo
FMNAT.

(a) Representacion esquematica del acoplamiento molecular del FMN en el complejo
ATP/Mg?*-FMNAT; puentes de hidrdgeno en etiqueta naranja, contactos hidrofébicos en
etiqueta negra. (b) Vista estereoscépica del acoplamiento molecular del FMN en el complejo
ATP/Mgz"-FMNAT, en azul se muestran los residuos de FMNAT que estabilizan el FMN, en

linea punteada interacciones enzima-sustrato.

3.4. ACOPLAMIENTO MOLECULAR DEL FMN EN EL COMPLEJO ATP/MG?2*-
MODULO FMNAT+RFK

La configuracion cabeza-cola entre el moédulo FMNAT y el médulo RFK de la FADS,
se forma cuando la enzima adopta su estado oligomérico (hexamero). El hexamero
esta compuesto por un dimero de trimeros de FADS (Anexo G). La orientacion de

los protomeros de FADS en el trimero permite la aproximacién de los médulos de
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FMNAT y RFK de dos protémeros distintos del trimero, formando la denominada
configuracién o interaccion cabeza-cola (Anexo G). En esta configuracion el médulo
RFK se aproxima al sitio activo del moédulo FMNAT, siendo fundamental para que se
dé el paso del FMN sintetizado previamente en el médulo RFK al médulo FMNAT,
ademas, el modulo RFK en la configuracion cabeza-cola interacciona con el sitio
activo del médulo FMNAT, especificamente con el sitio de unidn del FMN,
reduciendo el espacio de acoplamiento del FMN (Figura 4a). A la fecha no se conoce
como el moédulo RFK interviene en el acoplamiento de los sustratos en el modulo
FMNAT. Por esta razon se realizé el acoplamiento del FMN en sitio activo del médulo

FMNAT interaccionando con el moédulo RFK en configuracién cabeza-cola.

Para el acoplamiento del FMN en el médulo FMNAT en configuracion cabeza-cola
con el médulo RFK, se mantuvo la pose seleccionada del ATP y la posicién del Mg?*
obtenidos en el acoplamiento del ATP y Mg?*. A este complejo ATP/Mg?*-FMNAT, se
le superpuso la estructura cristalografica del hexamero de CaFADS (PDB 2X0K), en
la que un modulo RFK presenta configuracion cabeza-cola con el complejo
ATP/Mg?*-médulo  FMNAT. Posteriormente se selecciond6 el modulo RFK
involucrado en la configuracion cabeza-cola. El complejo resultante es finalmente
ATP/Mg?*-médulo FMNAT+RFK en configuracion cabeza-cola; en este complejo se

realizd el acoplamiento del FMN en sitio activo del médulo FMNAT.
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Figura 4. Acoplamiento molecular del FMN en el complejo ATP/Mg?*-médulo
FMNAT+RFK

(a) Vista estereoscopica, configuracion cabeza-cola con el ATP y Mg?* acoplado al médulo
FMNAT. EIl circulo discontinuo muestra el sitio de unidon del FMN (b) Representacion
esquematica del acoplamiento del FMN en el complejo en la configuracion cabeza-cola.
Puentes de hidrégeno en etiqueta naranja, contactos hidrofébicos etiqueta negra. (c) Vista
estereoscopica, FMN-ME acoplado en la configuraciéon cabeza-cola, en azul residuos del
modulo FMNAT que estabilizan el FMN, en linea punteada puentes de hidrégeno enzima-

sustrato, en amarillo el médulo RFK.

Los criterios usados para seleccionar la pose del FMN fueron los siguientes: 1)

acoplamiento con energia libre de union mas baja. 2) Que tenga la menor distancia
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entre fésforo-a del ATP y fosforo del FMN. Esto con el objetivo de buscar una

configuracion que favorezca la adenililacion del FMN.

En el acoplamiento del FMN en el complejo ATP/Mg?-FMNAT+RFK en
configuracion cabeza-cola se encontraron 7 agrupamientos a partir de las 100 poses
obtenidas (Tabla 4). En los primeros cuatro agrupamientos se encontraron poses
con energia libre de unidon negativa, sin embargo, en los agrupamientos 3 y 4 el
promedio de energia libre de union mostréo valores positivos. El resto de
agrupamientos muestra energia libre de unidn positiva. Resulta interesante que los
agrupamientos 1y 2 unicos viables en términos de energia de unién, exhiben los
metilos del triple anillo de isoaloxazina apuntando hacia el exterior del sitio activo,
pose (FMN-ME) (Figura 4c); en contraste con los acoplamientos del FMN al médulo
FMNAT que mostré dos poses viables (FMN-ME y FMN-MI) (Figura 2b y 2c).

Debido a que el acoplamiento en la configuracidn cabeza-cola solo mostré viable la
pose FMN-ME, esta pose se uso6 para describir las interacciones enzima-sustrato y
analizar la estabilidad del acoplamiento del FMN en ambos modelos (sustratos-
moédulo FMNAT y sustratos-modulo FMNAT+RFK), a los cuales se les realizd
simulaciéon de DM. Con base en los criterios establecidos se selecciond la pose 30
del agrupamiento 1 con energia libre de unién -7.69 para el acoplamiento del FMN
en el médulo FMNAT (Tabla 3), (Anexo B) y se seleccioné la pose 4 del
agrupamiento 1 con energia libre de unién -1.76 kcal/mol para el acoplamiento del
FMN en el médulo FMNAT+RFK (Anexo C).
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Tabla 4. Resumen del acoplamiento molecular del FMN en el complejo ATP/Mg?-
moédulo FMNAT +RFK

Acoplamiento FMN en el médulo FMNAT+RFK

Energia Energia
Numero de Distancia
libre promedio Modo de
Agrupamiento acoplamientos ATP(Pa )-
[kcal/mol [kcal/mol unién
en agrupamiento FMN(P) °©
FMN] 2 FMN] °
1 -2.47 -0.99 65 FMN-ME 5.3
2 -1.1 -0.89 2 FMN-ME 7.2
3 -0.44 0.18 8 FMN-MI 16.8
4 -0.23 0.21 19 FMN-MI 12.8
5 0.04 0.58 4 FMN-MI 5.2
6 1.03 1.03 1 FMN-ME 4.6
7 2.05 2.05 1 FMN-MI 14.1

@Menor energia libre calculada en el agrupamiento.
b Energia promedio calculada en el agrupamiento.

¢ Menor distancia entre el fésforo-a del ATP y fésforo del FMN.

El FMN-ME en la configuracion cabeza-cola es estabilizado por puentes de
hidrégeno e interacciones apolares, algunas de tipo aril con los moédulos FMNAT vy
RFK. El ribitil del FMN-ME es estabilizado por los puentes de hidrégeno, T127/0-
FMN/O4’, T127/0G1-FMN/O4’, T127/N-FMN/O4’, T127/0-FMN/O2’. El médulo RFK
estabiliza el fosfato del FMN con el puente de hidrogeno V300/N-FMN/O3P vy la
isoaloxazina se estabiliza con el puente de hidrogeno Y 106/OH-FMN/O2. El anillo
aromatico de F94 estabiliza el triple anillo de isoaloxazina por medio de interaccion
de apilamiento n. Los residuos H57, P58, F62, F94, L98, S99, F126, F128, G129,
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E203, S299 y E301, contribuyen a la estabilizacion del FMN por interacciones
apolares (Figura 4b y 4c).

3.5. DINAMICA MOLECULAR DEL COMPLEJO ATP/MGZ/FMN-MODULO
FMNAT

El RMSD calculado entre la estructura de partida y la trayectoria de la DM del
complejo ATP/Mg?*/FMN-médulo FMNAT, aumenté aproximadamente hasta 1.4 A
(Figura 5); este valor de RMSD muestra que el acoplamiento de los sustratos no
genera cambios conformacionales importantes en la estructura de la enzima
durante la DM. En consecuencia, este resultado indica que el complejo enzima-

sustrato seleccionado es estable durante la DM.

Figura 5. RMSD del complejo ATP/Mg?*/FMN-médulo FMNAT, durante la

trayectoria de la DM.

16

T
— FMNAT

1.4
1.2
1.0

0.8 -

RMSD [A]

0.6 4

0.4 4

0.2

T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000

Tiempo [ps]

La distancia de los puentes de hidrégeno del acoplamiento: L155/N-ATP/N1, 1162/0-
ATP/N6, R168/NH1-ATP/O3y, R168/NH2-ATPO2y se mantuvieron en un rango de

2.5-4.0 A, indicando que estos puentes de hidrogeno son estables (Figura 6a),
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contrario, las distancias entre los puentes de hidrégeno G123/N-ATP/O2’ y
S164/0G-ATP/O1B, se mostraron inestables, variando entre 3.9-4.5 A durante la
trayectoria de la DM (Figura 6a, 6b). Este resultado muestra que aunque se pierden
algunas interacciones polares, la adenina, ribosa y fosfatos del ATP se mantiene

préxima al sitio de union, sugiriendo que el acoplamiento del ATP es estable.

Figura 6. Distancia de los puentes de hidrégeno que estabilizan el ATP en el
complejo ATP/Mg?*/FMN-médulo FMNAT durante la trayectoria de la DM.
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El puente de hidrégeno formado entre la enzima y la isoaloxazina del FMN (G129/N-
FMN/O4) se rompe durante la DM (Figura 7b). No obstante, los puentes de
hidrégeno entre el grupo ribiti del FMN-ME y T127 (T127/0G1-FMN/OZ2,
T127/0G1-FMN/O4’, T127/N-FMN/O3 y T127/0-FMN/O2’) formados en el
acoplamiento, fluctuan durante la DM (Figura 7a, 7b). La distancia entre el fosforo-
a del ATP y el fosforo del FMN varia entre 5y 6 A (Figura 7b). Este resultado indica
que las interacciones enzima-sustrato son suficientes para mantener préximos el
fosfato-a del ATP y el fosfato del FMN. Esta configuracion haria que la adenililacién
del FMN sea factible [7].

38



Figura 7. Distancia de los puentes de hidrégeno que estabilizan el FMN en el
complejo ATP/Mg?/FMN-médulo FMNAT, durante la trayectoria de la DM.
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3.6. ESTRUCTURA REPRESENTATIVA DE LA DINAMICA MOLECULAR DEL
COMPLEJO ATP/MG%/FMN-MODULO FMNAT

Las estructuras representativas en DM, son aquellas estructuras que se presentan
durante la mayor parte del tiempo de la trayectoria de la DM, respecto a unos
criterios de distancia seleccionados y/o RMSD. La estructura representativa se
obtuvo a partir de la frecuencia relativa de dos parametros: variacion de la distancia
entre el fosforo-a del ATP y fésforo del FMN, y el RMSD de los atomos pesados
calculado entre la estructura de partida y la trayectoria de la DM del complejo
ATP/Mg?*/FMN-médulo FMNAT (Anexo ). Con base en estos dos parametros se
selecciond aleatoriamente una estructura cuyo valor de distancia entre el fosforo-a

del ATP y fésforo del FMN sea igual al valor de la distancia que se presenta con
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mayor frecuencia durante la DM, y simultaneamente presente el valor de RMSD de

mayor frecuencia (Anexo 1).

La estructura representativa para la trayectoria de la DM del complejo enzima-
sustrato del modulo FMNAT, muestra que la estabilizacion del FMN en el sitio activo
de la enzima se realiza por interacciones hidrofébicas con la isoaloxazina y los
puentes de hidrégeno formados con el ribitil (Anexo D) (Figura 7b). Esta estructura
evidencia que el residuo N125, que en el acoplamiento solo realizaba contactos
apolares con el ATP, en la DM N125 se orienta de tal forma que forma un puente
hidrégeno con el ATP (N125/ND2- ATP/O3’) y simultdneamente un puente de
hidrégeno con el FMN (N125/0D1- FMN/O4’). (Figura 8a, 8b).

Figura 8. Representacion esquematica de las interacciones polares y apolares
gue estabilizan el ATP y el FMN en el complejo ATP/Mg2*/FMN-médulo FMNAT en

la estructura representativa de la trayectoria de la DM.

(a) Interacciones enzima-sustrato del ATP. (b) Interacciones enzima-sustrato del FMN.

El puente de hidrégeno formado entre N125 y el grupo ribitil del FMN sustituye los
puentes de hidrégeno que fluctuan entre T127 y el FMN en el acoplamiento. Resulta
interesante que los puentes de hidrogeno formados entre N125-ATP y N125-FMN,
podrian servir de puente aproximando el fosfato-a del ATP y el fosfato del FMN

(Figura 9a).
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La estructura representativa permitid6 evidenciar cambios conformacionales
realizados por los sustratos durante la dinamica molecular. La adenina del ATP, gird
64.5° en relacion con la pose de partida del ATP de la DM (medida realizada con el
programa Pymol) (Figura 9b) [45]. En el FMN, el triple anillo de isoaloxazina se
encuentra desplazado hacia el exterior del sitio activo del médulo FMNAT (Figura
9c), este movimiento explica la pérdida del puente de hidrégeno entre la enzima vy
el triple anillo de isoaloxazina (G129/N-FMN/O4).

Figura 9. Vista estereoscopica de la estructura representativa de la DM del
complejo ATP/Mg?*/FMN-m6dulo FMNAT.

(a) En linea punteada, puentes de hidrégeno del residuo N125 con el ATP y FMN (b) En
palos blancos, pose de partida del ATP, en palos verdes, pose del ATP en la estructura
representativa. Las flechas muestran el movimiento del ATP (c¢) En palos blancos se
muestra la pose de partida del FMN. En palos verdes la pose del FMN en la estructura

representativa del FMN. Las flechas muestran el movimiento del FMN.
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Durante la DM, el Mg?" se estabilizd por interacciones electrostaticas con los
fosfatos del ATP, FMN y una interaccion ion-dipolo con el oxigeno de una molécula
de agua (Figura 10). Estas interacciones con el Mg?* se mantienen en un rango de

1.8-2.15 A (Figura 11). El acoplamiento del Mg?* se mostré estable a durante la DM.

Figura 10. Vista estereoscépica de la estabilizacion del Mg?* en la estructura
representativa de la DM del complejo ATP/Mg?*/FMN-médulo FMNAT.

En linea punteada, atomos implicados en la estabilizacién del Mg?* durante la DM.

Figura 11. Distancia de interacciones que estabilizan el Mg?* en el complejo
ATP/Mg?'FMN-mé6dulo FMNAT durante la trayectoria de la DM.
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Estos resultados sugieren que de manera reciproca el Mg?* cumple un rol en la
estabilizacion de los fosfatos de del ATP y del FMN, favoreciendo el acercamiento
del fosfato-a del ATP y fosfato del FMN.

3.7. DINAMICA MOLECULAR DEL COMPLEJO ATP/MGZ/FMN-MODULO
FMNAT+RFK

Para el complejo enzima-sustrato de la configuracion cabeza-cola, se calculo el
RMSD de los atomos pesados del sistema subdividido en tres partes, la primera
para todo el sistema (RMSD global), la segunda para el médulo FMNAT con los
sustratos y la tercera para el médulo RFK (Figura 12). EI RMSD de la trayectoria de
la DM respecto a la estructura de partida para sustratos-médulo FMNAT y modulo
RFK, indican que el acoplamiento de los sustratos no indujo cambios considerables
en la conformacion de los médulos FMNAT y RFK. Sin embargo, el RMSD global
muestra valores de RMSD entre 1-5 A; estos valores de RMSD indican que la
configuracion cabeza-cola presenta cambios configuracionales considerables, se
tratara sobre este tema mas adelante. Se destaca que cerca de los 4000 ps el

RMSD global presenta cambios, entre 3-5 A.

Figura 12. RMSD del complejo ATP/Mg?*/FMN-m6dulo FMNAT+RFK, durante la

trayectoria de la DM.
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La distancia de los puentes de hidrogeno durante la DM entre la enzima y el ATP
descritos en el acoplamiento del moédulo FMNAT (en la adenina: 1162/0-ATP/N6 y
L155/N-ATP/N1; En la ribosa: G123/N-ATP/O2’y en los fosfatos: S164/0G-ATP/O13
y R168/NH1-ATP/O3y y R168/NH2-ATP/O2y), se mantuvieron estables en la
configuracion cabeza-cola entre 2.8-4.0 A, excepto: G123/N-ATP/O2’ y R168/NH2-
ATP/O2y en la ribosa y el fosfato gama del ATP respectivamente (Figura 13a'y 13b).
Este resultado evidencia que la estabilizacion del ATP se realiza principalmente por
los puentes de hidrégeno formados con los residuos 1162, L155 y S164 en la

configuracion cabeza-cola.

Figura 13. Puentes de hidréogeno que estabilizan el ATP en el complejo
ATP/Mg?*/[FMN-m6dulo FMNAT+RFK durante la trayectoria de la DM.
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Los puentes de hidrégeno entre T127 y el ribitii del FMN descritos en el
acoplamiento (T127/0-FMN/O4’, T127/0G1-FMN/O4’, T127/N-FMN/O4’, T127/0-
FMN/O2’), al igual que en la DM del médulo FMNAT, fluctian rompiéndose y
formandose (Figura 14a). El puente de hidrégeno formado con la isoaloxazina del
FMN (Y106/0O-FMN/N3) fluctua rompiéndose y formandose durante la DM. Sin
embargo, esta interaccion se conserva finalizada la DM. Se observa ademas que la
distancia entre el fosforo-a del ATP y el fésforo del FMN se mantiene estable durante
la DM (Figura 14b). El puente de hidrogeno formado con el médulo RFK (V300/N-
FMN/O3P) se rompe durante la DM de manera que el moédulo RFK no contribuye a

la estabilizacion de los sustratos por interacciones polares (Figura 14b).
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Figura 14. Puentes de hidrégeno que estabilizan el FMN en el complejo
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Durante la DM, el Mg?* al igual que en el acoplamiento en el médulo FMANT, es

estabilizado por interacciones electrostaticas con los fosfatos del ATP, FMN, y una

interaccion ion-dipolo con el oxigeno de una molécula de agua. Estas interacciones

con el Mg?* se mantuvieron entre 1.8-2.2 A. El acoplamiento del Mg?* se muestra

estable a través de la DM (Figura 15).

Figura 15. Distancia de interacciones que estabilizan el Mg?* en el complejo
ATP/Mg?*/FMN-médulo FMNAT+RFK durante la trayectoria de la DM.
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3.8. ESTRUCTURA REPRESENTATIVA DE LA DINAMICA MOLECULAR DEL
MODULO FMNAT+RFK

Se obtuvieron 2 estructuras representativas de la configuracién cabeza-cola con los
mismos parametros usados para la DM del médulo FMNAT (Figura 16). La primera
estructura fue seleccionada al azar de las estructuras con mayor frecuencia relativa
de la trayectoria de 5000 ps, denominada ahora ERC-C1 (Anexo J). La segunda
estructura representativa fue seleccionada al azar de las estructuras con mayor
frecuencia relativa entre 4000-5000 ps, denominada ahora ERC-C2 (Anexo K). Esta
ultima estructura se obtuvo con el objetivo de observar qué interacciones cambiaron

entre los 4000-5000 ps, tiempo en que hubo aumento de RMSD (Figura 12).

En la estructura ERC-C1, la adenina del ATP mantiene sus interacciones polares
formadas en el acoplamiento (Figura 16a). La ribosa del ATP forma un puente de
hidrogeno con H31 (H31/NE2-ATP/O4’) y es acomodada por interacciones apolares
con 121, L34 e 1152. El fosfato-a del ATP forma nuevos puentes de hidrégeno
respecto al acoplamiento, (F24/N-ATP/O2a, H31/NE2-ATP/O%’); no obstante, se
pierde el puente de hidrégeno R168/NH1-ATP/O3y y R168/NH2-ATP/O2y, debido a

que el fosfato-y del ATP se desplaza hacia el interior del sitio activo.
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Figura 16. Representacion esquematica de las interacciones polares y apolares
que estabilizan el ATP y el FMN en el complejo ATP/Mg?/FMN-mddulo
FMNAT+RFK en ERC-C1 y ERC-C2.
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(a) Interacciones enzima-sustrato del ATP de ERC1. (b) Interacciones enzima-sustrato del
ATP ERC-C2. (c) Interacciones enzima-sustrato del FMN ERC-C1. (d) Interacciones enzima
sustrato del FMN ERC-C2.

En la estructura ERC-C1, el FMN-ME pierde 3 de los 4 puentes de hidrogeno
formados en el acoplamiento del FMN en el complejo ATP/Mg?*/FMN-mddulo
FMNAT+RFK. También pierde el puente de hidrégeno con V300/N del médulo RFK,
esto muestra que la interaccion del médulo RFK con el FMN se realiza por contactos
hidrofébicos. Por otro lado, se forman dos nuevos puentes de hidrogeno, G129/N-
FMN/O4 y H57/NE2-FMN/O2p (Figura 16c¢), el primero indica que el triple anillo de
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isoaloxazina se mantiene estable dentro del sitio de union y el segundo proporciona
estabilidad al fosfato del FMN.

En la estructura ERC-C2, las interacciones polares del ATP no cambian respecto a
las del ATP de ERC-C1 (Figura 16b). Respecto al FMN en la estructura ERC-C2 se
puede observar que se pierde el puente de hidrogeno G129/N-FMN/O4; sin
embargo, se forma un puente de hidrégeno con Y106 (Y106/O-FMN/N3), el cual
actua también estabilizando la isoaloxazina del FMN dentro del sitio activo. Teniendo
en cuenta ambas estructuras, ERC-C1 y ERC-C2, G129 y Y106, estabilizan la
isoaloxazina del FMN con puentes de hidrégeno que fluctuan durante la DM. La
estructura ERC-C2 ademas evidencia que posterior a los 4000 ps, T127 se
mantiene proximo al ribitil realizando contactos hidrofobicos, y N125 forma un
puente de hidrégeno con el ribitil (N125/0D1-FMN/O4’), residuo mas cercano al sitio
de unién del ATP que puede actuar estabilizando y acercando el fosfato del FMN al
fosfato-a del ATP.

En la figura 12 se observa que el RMSD global aumenta hasta los 5 A, a diferencia
del RMSD para cada modulo, RFK y FMNAT, los cuales no superan los 2 A. En la
Figura 17 se muestra la superposicion estructural de ERC-C2 con la estructura de
partida (Figura 17a) y la superposicion estructural de solo el médulo RFK de ERC-
C2 (Figura 17b). Se observa que el movimiento de la V300 del médulo RFK respecto
a la estructura de partida es 2.5 A mayor cuando se superpone todo el sistema, a
diferencia de cuando solo se superpone el moédulo RFK de la configuracién cabeza-
cola. Ademas, se observa que los cambios mas considerables se encuentran en los
bucles (Figura 17). Este resultado evidencia que el aumento del RMSD global
(Figura 12), no ocurre porque los sustratos provoquen cambios en la estructura de
los modulos FMNAT y RFK, sino que ocurre porque la superposicion de ambos

moddulos aumenta el RMSD principalmente en los bucles.
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Figura 17. Superposicion del médulo RFK de la estructura ERC-C2 con la

estructura de partida de la DM.

(a) Superposicion estructural de la estructura ERC-C2 con la estructura de partida. En palos
rosa desplazamiento de la V300 del médulo RFK de ERC-C2. La flecha roja indica
desplazamiento un bucle del médulo RFK (b) Superposicién estructural del médulo RFK de
la estructura ERC-C2 con la estructura de partida. En palos rosa desplazamiento de la V300
del médulo RFK de ERC-C2. La flecha roja indica desplazamiento un bucle del médulo
RFK.

El médulo RFK se mantuvo estable durante la DM, unido al médulo FMNAT por los
puentes salinos realizados entre R65, R66 con E268 (R65/NH1-E268/0OE2, y
R66/NH1-E268/OE2 yR66/NH2-E268/OE2) (Figura 18).
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Figura 18. Estabilizacion de la configuracién cabeza-cola por puentes salinos
entre los médulos FMNAT y RFK.

Se muestra ampliacion de los residuos implicados en la estabilizacion de la configuracién

cabeza-cola.
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4. DISCUSION

Estudios previos han propuesto un complejo enzima-sustrato para el mddulo
FMNAT de la FADS de Corynebacterium ammoniagenes (CaFADS). Sin embargo,
estos estudios se han realizado haciendo solo superposicion entre la estructura
cristalografica del médulo FMNAT y enzimas homologas a la CaFADS con el
complejo enzima—sustrato [11]-[13], [17], [23]. En el presente estudio, presentamos
dos modelos del complejo enzima-sustrato para el médulo FMNAT de la CaFADS:
el primero para el médulo FMNAT vy el segundo para el médulo FMNAT+RFK en la
configuracion cabeza-cola de la CaFADS, es importante aclarar qué esta

configuracion oligomérica la adopta la enzima in vitro [21].

4.1. ACOPLAMIENTO MOLECULAR DEL ATP, MG?*Y FMN EN EL MODULO
FMNAT Y EN EL MODULO FMNAT+RFK

El acoplamiento del ATP en el moédulo FMNAT presentd puentes de hidrogeno con
1162, L155, G123 y S164 (Anexo D). Estos residuos pertenecen a dominios
proteicos conservados en enzimas FAD sintetasa y NMN adenilil transferasa de
procariotas, y ademas estan implicados en la estabilizacion del ATP [12], [22], [23].
Interacciones hidrofébicas reportadas en estudios de superposicion estructural para
determinar el modo de union de los sustratos del modulo FMNAT, también fueron
obtenidas en nuestros resultados, F24, G30 y L34 (Figura 1) [9], [16], [24].

Estudios sobre la cinética enzimatica de la actividad de la CaFADS y NMN adenilil
transferasas han demostrado que estas enzimas no muestran actividad catalitica en
ausencia de Mg?* . Asi mismo, se ha determinado que el ATP y el Mg?* se acoplan
simultaneamente al médulo FMNAT en un complejo ATP/Mg?* preformado [7]. Sin
embargo, en este estudio para predecir el acoplamiento del Mg?* se selecciono
previamente un complejo ATP-médulo FMNAT y en esta configuracion del ATP se

acoplé el Mg?* en los fosfatos del ATP. Se encontré que el Mg?* se acopla en los
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fosfatos a, B y vy, y no interacciona con ningun residuo del médulo FMNAT (Figura
2a). Un complejo similar entre el ATP y el Mg?* ha sido reportado en la estructura

cristalografica del complejo enzima-sustrato del médulo RFK en [22].

El acoplamiento del FMN en el médulo FMNAT mostré dos poses favorables, el FMN
con los metilos apuntando hacia el exterior del sitio de unién (FMN-ME) y el FMN
con los metilos apuntando hacia el interior del sitio de union (FMN/MI). S. Frago y
colaboradores (2009) y B. Herguedas y colaboradores (2010), han propuestos estas
dos conformaciones del FMN [17],[23]. Sin embargo, nuestros resultados obtenidos
en el acoplamiento del FMN en el médulo FMNAT+RFK en configuracién cabeza-
cola, mostré favorable solo la configuracion FMN-ME (Tabla 4). La configuracion
cabeza-cola reduce el espacio en el sitio de union del FMN, provocando un aumento
en la energia libre de union en el acoplamiento del FMN. En el caso del FMN-MI los
valores de afinidad para la configuracidon cabeza-cola son positivos, siendo esta
pose improbable; mientras que el FMN-ME se acopla con valores negativos. Asi,
para la seleccion del complejo ATP/Mg?*/FMN-médulo FMNAT y ATP/Mg?*/FMN-
modulo FMNAT+RFK se tuvo en cuenta solo la configuracion FMN-ME, con menor
energia libre de union y menor distancia entre el fésforo-a del ATP y fosforo del
FMN. El acoplamiento del FMN-ME en el médulo FMNAT y en modulo FMNAT+RFK
es similar, la estabilizacion del triple anillo de isoaloxazina se realiza por un puente
de hidrogeno: G129 en el mdédulo FMNAT y Y106 en el caso de la configuracion
cabeza-cola (Anexo D y E). Estos puentes de hidrégeno con el triple anillo de
isoaloxazina no se habian reportado en estudios previos. No obstante, el triple anillo
de isoaloxazina es estabilizado principalmente por interacciones aril e hidrofébicas
con los residuos P58, F62, F94 (Figura 4). Resultados similares fueron obtenidos
por S. Frago y colaboradores (2008) y B. Herguedas y colaboradores (2010) [13],
[17].

La orientaciéon del fosfato del FMN hacia el fosfato-a del ATP requirid de la

estabilizacion del grupo ribitil y del fosfato del FMN. T127 realizé la funcion de
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estabilizar el ribitil formando cuatro puentes de hidrégeno (Anexo D y E). Mientras
que el Mg?* por interacciones electrostaticas estabilizo el fosfato del FMN. El rol de
T127 y Mg?* en la estabilizacién del ribitil y fosfato del FMN respectivamente, no se
habia reportado anteriormente. En la configuracion cabeza-cola el sitio de union del
FMN es cerrado por la interaccion con el médulo RFK, contribuyendo a la
estabilizacion del FMN con un puente de hidrogeno con V300 e interacciones
hidrofébicas con S296 y E301 (Figura 4b y 4c), (Anexo E). Esto evidencia que si
bien la configuracion cabeza-cola es importante para que el FMN sintetizado en el
moédulo RFK pase al médulo FMNAT; el modulo RFK también influencia el modo de
union del FMN, y ademas contribuye a la estabilizacion del FMN [17]. Estos

hallazgos no se habian reportado en estudios previos.

4.2.  DINAMICA MOLECULAR DEL ATP EN LOS COMPLEJOS ATP/MG?*/FMN-
MODULO FMNAT Y ATP/MG2*/FMN-MODULO FMNAT+RFK

El acoplamiento del ATP se mostré estable en DM, esto se debe principalmente a
los puentes de hidrégeno formados entre los grupos adenina y fosfatos con los
residuos 1162, L155, R168 y S164 (Anexo D). Estos residuos pertenecen a motivos
estructurales conservados en las FADSs de procariotas [9], [16], [24]. La adenina
del ATP presenta interacciones hidrofobicas con H28, H31, G123 y L155 (Figura
16). La ribosa del ATP es estabilizada por interacciones con los residuos 121, G30,
L34; adicionalmente, G123 y N125 formaron puentes de hidrégeno en la DM. Este
resultado confirma el rol de la regidon G123-N125, propuesta como zona de
estabilizacion de la ribosa en las FADSs procariotas (Anexo D) [9]. La estabilizacion
de los fosfatos del ATP en el médulo FMNAT no cambié durante la DM, los puentes
de hidrégeno formados por los residuos S164 y R168 en el fosfato B y y

respectivamente, se mantuvieron estables (Figura 1) (Anexo D).
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Resulta interesante que durante la DM del acoplamiento del ATP en la configuracion
cabeza-cola, se evidencié que el moédulo RFK induce que los fosfatos del ATP se
desplacen hacia dentro del sitio de unién. Este movimiento provocé la ruptura del
puente de hidrogeno entre R168 y el fosfato-y del ATP; no obstante, se mantuvo el
puente de hidréogeno entre S164 y el fosfato-3 del ATP durante la DM (Anexo E).
Asi, S164 se encontr6 como un residuo importante para la estabilizaciéon de los
fosfatos del ATP. Este resultado corrobora la importancia de S164, el cual al ser
mutado no ocurre la adenililacion del FMN [16]. Por otro lado, el desplazamiento de
los fosfatos del ATP hacia el interior del sitio activo, favorece la formacién de puentes
de hidrégeno entre F24, H31 y el fosfato-a del ATP, los cuales estan presentes en
la estructura representativa de la DM (Figura 16a y 16b) (Anexo E). Los puentes de
hidrégeno formados entre F24 y H31 podrian tener un papel fundamental en la
catalisis de la enzima, debido a que la ruptura del ATP se realiza entre el fosforo-a
y el oxigeno que conecta a este con el fosforo B [37]. Estos resultados son
consistentes con estudios que han encontrado que una mutacién de la H31 por una
asparagina, elimina la actividad enzimatica [16], [8]. Por otro lado, en estudios
previos H28 habia sido propuesto como residuo para la estabilizacién de los fosfatos
del ATP por puentes de hidrégeno [16]. Sin embargo, nuestros resultados indican
que el anillo imidazol de este residuo realiza un contacto hidrofobico con la adenina
del ATP. Ademas, se encontré que H28 orienta la cadena lateral de la H31 hacia los
fosfatos del ATP, a través de un apilamiento 1 entre ambos anillos imidazol,
favoreciendo la formacion de puentes de hidrégeno (Anexo L). Estos resultados
ponen en evidencia el efecto del médulo RFK en configuracién cabeza-cola sobre
el acoplamiento del ATP en el médulo FMNAT; el cual induce la formacion de
puentes de hidrogeno que pueden ser fundamentales para que ocurra la catalisis

enzimatica.

4.3. DINAMICA MOLECULAR DEL FMN EN LOS COMPLEJOS
ATP/MG?/FMN-MODULO FMNAT Y ATP/MG?2*/FMN-MODULO FMNAT+RFK
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El FMN-ME en el médulo FMNAT es acoplado principalmente por interacciones
hidrofébicas en ambas dinamicas moleculares (médulo FMNAT vy la configuracion
cabeza-cola). En ambas DM se encontr6 que T127 por medio de puentes de
hidrégeno estabiliza el grupo ribitil, sin embargo, estos puentes de hidrogeno
fluctuan a largo de la DM y se sustituyen por el puente de hidrégeno formado entre
N125 vy ribitil. La cadena lateral de N125 simultdneamente realiza un puente de
hidrégeno con la ribosa del ATP (Figura 9) (Anexo D y E). Estos dos puentes de
hidrégeno podrian funcionar como un puente que aproximaria los fosfatos
reaccionantes en ambos sustratos durante la catalisis. Estudios previos solo habian
reportado a N125 estableciendo puentes de hidrégeno con el ATP [13], [17], [23].
Por otro lado, la isoaloxazina del FMN-ME en el médulo FMNAT, se desplazé hacia
el exterior del sitio activo durante la DM, hecho que caus6 que se rompieran
interacciones polares con la isoaloxazina dentro del sitio de union (Anexo D). En
contraste, en la configuracion cabeza-cola, el triple anillo de isoaloxazina
permanece durante toda la DM en el interior del sitio de unién, estabilizada por
puentes de hidrégeno con Y106y G129 (Anexo E). El médulo RFK mostroé contribuir
a la estabilizacion del FMN, a pesar que en el ultimo ns se disociaron los contactos
hidrofébicos entre el FMN y el médulo RFK. Una DM molecular mas larga permitiria
observar si bajo estas circunstancias el triple anillo de isoaloxazina permanece
dentro del sitio activo. El fosfato del FMN fue direccionado y estabilizado durante
toda la DM molecular por el Mg?*, en el modulo FMNAT. En la configuracion cabeza-
cola se encontré el mismo resultado, ademas de la formacion de un puente de
hidrégeno entre H57 y el fosfato del FMN, el cual aporta mayor estabilidad al

acoplamiento (Anexo E).

Los complejos enzima-sustrato para ambos modelos se mantuvieron estables
durante los 5 ns de DM. Aunque el RMSD global de la configuracion cabeza-cola
aumentd hasta cerca de los 5 A, la estabilidad de esta estructura no se mostrod
afectada (Figura 5 y 12). La estabilizacion de la configuracion cabeza-cola por un

puente salino entre el residuo R66 y E268 es consistente con los resultados
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obtenidos en [29]. Sin embargo, nosotros encontramos que R65 a través de un
puente salino con E268 también es responsable de esta estabilizacién, que

finalmente tiene efecto en la formacién y estabilidad del hexamero (Figura 18) [16].
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5. CONCLUSIONES

Nuestro estudio entrega dos modelos de interaccion enzima-sustrato: uno
para el médulo FMNAT vy otro para el médulo FMNAT+RFK en configuracion
cabeza-cola de la CaFADS. En los dos modelos propuestos, el ATP se
estabiliza principalmente por puentes de hidrégeno con los residuos N125,
L155, 1162y S164, y el FMN por puentes de hidrégeno con los residuos Y 106,
G129, T127 y N125.

En todos los complejos enzima-sustrato propuestos, el Mg?* estabiliza por
interacciones electrostaticas los fosfatos del ATP y FMN, favoreciendo que

se aproximen los fosfatos involucrados en la reaccion.

Los residuos T127 y N125 y el ion Mg?* facilitan la aproximacion del grupo

fosfato-a del ATP y el grupo fosfato del FMN.
La configuracién cabeza-cola favorece la formacion de puentes de hidrogeno
entre H31, F24 y el fosfato-a del ATP; los cuales pueden ser relevantes en la

catalisis enzimatica.

La configuracién cabeza cola contribuye ala correcta orientacion del FMN en
el sito activo del médulo FMNAT de CaFADS.

La configuracion cabeza-cola de la CaFADS es estabilizada por los puentes

salinos realizados entre R65 y R66 con E208.
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ANEXOS

Anexo A. Resultado de los 100 acoplamientos del ATP en el médulo FMNAT.

Energia libre de

Agrupamiento Sub- union RMSD
agrupamiento Ikcalimol] agrupamiento
! 1 -11.05 0.00
! 2 -11.01 0.17
! 3 -11.00 017
! 4 -10.86 0.64
1 5 -10.71 148
1 6 -10.69 156
! 7 -10.64 166
! 8 -10.64 120
! 9 -10.57 121
1 10 -10.53 119
! 11 -10.52 120
! 12 -10.48 0.71
1 13 -10.47 1,00
! 14 -10.45 124
! 15 -10.40 154
! 16 -10.36 162
1 17 -10.32 171
1 18 -10.15 114
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19 -10.09 1.57
20 -10.01 1.54
21 -9.97 1.03
22 -9.94 0.93
23 -9.94 0.89
24 -9.93 1.87
25 -9.92 0.88
26 -9.89 0.88
27 -9.87 1.07
28 -9.86 1.70
29 -9.72 1.55
30 -9.72 1.85
31 -9.71 1.15
32 -9.64 1.56
33 -9.63 1.23
34 -9.57 1.14
35 -9.56 1.20
36 -9.62 1.49
37 -9.45 1.53
38 -9.43 1.21
39 -9.43 1.28
40 -9.39 1.34
41 -9.39 1.72
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42 -9.36 1.17
43 -9.26 1.39
44 -9.19 1.06
45 -9.19 1.05
46 -9.15 1.22
47 -9.13 1.40
48 -9.09 1.28
49 -9.02 1.40
50 -9.01 1.23
51 -9.01 1.71
52 -9.00 1.38
53 -9.00 1.46
54 -8.99 0.92
55 -8.93 1.16
56 -8.90 1.41
S7 -8.77 1.41
58 -8.76 1.68
59 -8.60 1.11
60 -8.59 1.66
61 -8.58 1.56
62 -8.57 1.60
63 -8.57 1.06
64 -8.53 1.57
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1 65 -8.48 1.38
1 66 -8.11 1.35
1 67 -7.69 1.30
1 68 -7.66 1.80
1 69 -7.57 1.71
1 70 -7.26 1.44
1 71 -6.88 1.91
2 1 -7.88 0.00
2 2 -7.88 1.60
2 3 7.73 0.72
2 4 -7.43 1.12
2 5 -7.40 1.14
2 6 -7.14 1.68
2 7 -7.13 0.65
2 8 -6.30 1.58
2 9 -6.26 1.12
2 10 6.13 1.52
3 1 -7.75 0.00
3 2 -7.48 0.91
4 1 -7.66 0.00
4 2 -7.32 1.63
4 3 -7.16 1.93
4 4 -6.65 1.43
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5 1 -7.57 0.00

6 1 -7.49 0.00
6 2 -6.64 1.12
7 1 -7.35 0.00
7 2 -6.93 1.29
8 1 -7.25 0.00
9 1 -7.24 0.00
10 1 -6.89 0.00
11 1 -6.78 0.00
11 2 -5.61 1.87
12 1 -6.54 0.00
13 1 -6.51 0.00
14 1 -5.69 0.00

Anexo B. Resultado de los 100 acoplamientos del FMN en el moédulo FMNAT.

Energia libre de

Sub- RMSD
Agrupamiento . unién ]
agrupamiento agrupamiento
[kcal/mol]
1 1 -8.62 0
1 2 -8.51 0.77
1 3 -8.43 0.72
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4 -8.23 1.14
5 -8.2 1.53
6 -8.12 1.48
7 -8.12 0.82
8 -8.11 1.48
9 -8.04 1.48
10 -8.04 1.48
11 -7.97 0.75
12 -7.95 1.5
13 -7.94 1.53
14 -7.9 1.04
15 -7.9 1.46
16 -7.89 1.49
17 -7.88 0.94
18 -7.86 1.42
19 -7.81 1.2
20 -7.79 1.43
21 -7.79 1.47
22 -7.78 1.53
23 -1.77 1

24 -7.75 1.58
25 -7.74 1.55
26 -7.72 1.57
27 -7.71 1.43
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28 -1.7 1.03
29 -7.69 1.59
30 -7.69 1.48
31 -7.69 1.49
32 -7.68 1.44
33 -7.66 1

34 -7.66 1.31
35 -7.64 0.9
36 -7.63 0.94
37 -7.63 1.02
38 -7.62 1.44
39 -7.62 1

40 -7.61 1.4
41 -7.6 1.33
42 -7.58 1.38
43 -7.57 0.93
44 -7.57 1.04
45 -7.57 1.07
46 -7.54 1.42
47 -7.54 0.98
48 -7.53 1.03
49 -7.51 0.96
50 -7.49 1.55
51 -7.49 1.56
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1 52 -7.42 0.96
1 53 -7.39 1.06
1 54 -7.35 1.41
1 55 -7.32 0.96
1 56 -7.3 1.51
1 57 -7.29 1.51
1 58 -7.23 0.92
1 59 -7.23 1.4
1 60 -7.2 1.42
1 61 -7.12 0.96
1 62 -7.02 1.46
1 63 -6.91 0.96
1 64 -6.61 1.52
1 65 -6.6 1.62
2 1 -7.92 0

2 2 -7.91 0.4
2 3 -7.26 1.72
2 4 -7.2 1.92
2 5 -7.19 1.68
2 6 -7.18 1.16
2 7 -7.16 1.78
2 8 -7.16 1.27
2 9 -7.11 1.95
2 10 -6.94 1.87
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2 11 -6.92 1.29
2 12 -6.79 1.55
2 13 -6.78 1.17
2 14 -6.76 1.49
2 15 -6.76 1.04
2 16 -6.67 1.36
2 17 -6.56 1.39
2 18 6.4 1.62
2 19 -6.37 1.43
3 1 7.13 0

3 2 -7.07 0.36
3 3 7 0.56
4 1 6.6 0

4 2 -6.59 1.44
4 3 -6.59 0.64
4 4 -6.54 0.44
4 5 -6.48 0.97
4 6 -6.38 1.56
4 7 -6.35 1.46
4 8 -6.32 1.54
4 9 -6.29 0.71
4 10 -6.12 0.97
4 11 6.1 1.06
4 12 -6.07 1.2
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5 1 -6.42 0

Anexo C. Resultado de los 100 acoplamientos del FMN en el médulo FMNAT+RFK

(cabeza-cola).

Energia libre de

Agrupamiento SUb-_ unioén RMSIE)
agrupamiento [kcal/mol] agrupamiento

1 1 -2.47 0
1 2 -2.45 0.08
1 3 -2.06 0.98
1 4 -1.76 1.39
1 5 -1.73 0.55
1 6 -1.48 0.7
1 7 -1.46 1.43
1 8 -1.41 1.46
1 9 -1.36 1.6
1 10 -1.33 0.71
1 11 -1.31 1.61
1 12 -1.3 1.38
1 13 -1.29 1.6
1 14 -1.27 1.6
1 15 -1.26 1.6
1 16 -1.26 1.59
1 17 -1.26 1.62
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18 -1.2 1.59
19 -1.18 1.59
20 -1.15 1.58
21 -1.14 1.59
22 -1.13 1.57
23 -1.1 1.6
24 -1.07 1.61
25 -1.06 1.59
26 -1.02 1.58
27 -0.95 1.63
28 -0.88 0.93
29 -0.88 1.57
30 -0.88 0.94
31 -0.87 0.92
32 -0.87 1.57
33 -0.86 1.62
34 -0.85 0.92
35 -0.85 0.93
36 -0.84 0.95
37 -0.84 0.96
38 -0.84 0.96
39 -0.83 0.93
40 -0.83 1.58
41 -0.82 0.95
42 -0.82 0.94

79



43 -0.81 1.59
44 -0.81 1.58
45 -0.8 0.94
46 -0.8 0.95
47 -0.79 0.96
48 -0.78 0.93
49 -0.78 0.94
50 -0.77 0.95
51 -0.77 0.99
52 -0.76 0.98
53 -0.75 1.65
54 -0.74 0.92
55 -0.74 0.95
56 -0.73 0.92
o7 -0.71 0.97
58 -0.71 0.96
59 -0.7 1.23
60 -0.69 0.96
61 -0.67 0.94
62 -0.38 1.06
63 -0.15 1.75
64 -0.1 1.71
65 0.96 1.69
1 -1.1 0

2 -0.69 0.38
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3 1 -0.44 0

3 2 -0.35 0.52
3 3 0.01 0.82
3 4 0.06 0.58
3 5 0.06 0.82
3 6 0.28 0.96
3 7 0.85 1.82
3 8 0.99 1.87
4 1 -0.23 0

4 2 -0.14 1.41
4 3 -0.13 0.31
4 4 -0.11 1.45
4 5 -0.04 1.43
4 6 0 1.48
4 7 0.03 0.36
4 8 0.04 1.57
4 9 0.09 1.45
4 10 0.1 1.53
4 11 0.14 1.48
4 12 0.16 1.49
4 13 0.27 1.43
4 14 0.35 1.49
4 15 0.45 1.6
4 16 0.58 1.12
4 17 0.7 1.38
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4 18 0.86 1.33
4 19 0.91 1.12
5 1 0.04 0
5 2 0.07 0.52
) 3 0.56 1.3
5 4 1.65 0.91
6 1 1.03 0
7 1 2.05 0

Anexo D. Puentes de hidrégeno en el médulo FMNAT independiente.

Puentes de hidrégeno médulo FMNAT independiente

Puentes de hidrégeno ATP Puentes de hidrégeno FMN
Residuo y atomo Grupo del ATP y atomo Residuo y atomo Grupo del FMN y dtomo

L155/N Adenina/N1 G129/N* Isoaloxazina/O4*

1162/0 Adenina/N6 N125/0D1 Ribitil/O4’
S164/0G Fosfato-B/O1 T127/0G1 Ribitil/O2’

G123/N Ribosa/O2’ T127/0G1* Ribitil/O4*
R168/NH1 Fosfato-y/O3 T127/N* Ribitil/O3'*
R168/NH2 Fosfato-y/O2 T127/0* Ribitil/O3™*
N124/ND2 Ribosa-Or3™ -

*Puentes de hidrégeno que fluctuan en la DM

**Puentes de hidrégeno que se rompen en la DM.
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Anexo E. Puentes de hidrogeno en el médulo FMNAT+RFK.

Puentes de hidrogeno médulo FMNAT+RFK

Puentes de hidrégeno ATP Puentes de hidrégeno FMN
Residuo y atomo Grupo del ATP y atomo Residuo y atomo Grupo del FMN y atomo
L155/N Adenina/N1 Y106/0 Isoaloxazina/N3
1162/0 Adenina/N6 V300/N** Fosfato/O3P**
S164/0G Fosfato-B/O1B T127/0 Ribitil/O2"
G123/N* Ribosa/O2* T127/0* Ribitil/O4"*
R168/NH1** Fosfato-y/O3** T1270G1* Ribitil/O4*
R168/NH2** Fosfato-y/O2** T127/N* Ribitil/O4™*
F24/N* Fosfato-o/O2a* G129/N* Isoaloxazina/O4*
H31/NE2* Ribosa/O5* H57/NE2* Fosfato/O2p*
H31/NE2* Ribosa/04' * N125/0D1* Ribitil O4*

*Puentes de hidrégeno que fluctian en la DM.

**Puentes de hidrégeno que se rompen en la DM.
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Riboflavina FMN EAD

Mg2+ Mgz-l-
- —
ATP  ADP ATP PPi

Sintesis de FMN Sintesis de FAD

Médulo RFK Moédulo FMNAT
\ FAD SINTETASA |

[

Anexo F. Reacciones que cataliza la FAD sintetasa procariota.

Anexo G. Vista estereoscépica del dimero de trimeros de la CaFADS. (a) Vista

lateral del dimero de trimeros. (b) Vista frontal del trimero de la CaFADS.

84



Anexo H. Nombre de los atomos de los sustratos del mdédulo FMNAT de C.

ammoniagenes, ATPy FMN.
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Anexo |. Frecuencia de conteo de las distancias elegidas para seleccionar la
estructura representativa de la trayectoria de DM del complejo ATP/Mg?*/FMN-
modulo FMNAT.
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Anexo J. Frecuencia de conteo de las distancias elegidas para seleccionar la estructura
representativa de la trayectoria completa de DM del complejo ATP/Mg?*/FMN-modulo
FMNAT +RFK.
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Anexo K. Frecuencia de conteo de las distancias elegidas para seleccionar la estructura
representativa de la trayectoria entre los 4000 y 5000 ps de DM del complejo
ATP/Mg?*/FMN-médulo FMNAT+RFK.
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Anexo L. Apilamiento 1 entre los anillos imidazol de H28 y H31 en el acoplamiento
del ATP en el médulo FMNAT configuracion cabeza-cola. En linea punteada puente
de hidrogeno H31 con el atomo O1a del ATP.
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