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Abstract

La creciente demanda de productos en la industria y la necesidad de trabajar sin
perjudicar el medio ambiente es un problema a la alza. El uso de los productos
quimicos convencionales hace las reacciones industriales poco eficientes y muy
contaminantes. Una alternativa pueden ser las enzimas, biocatalizadores que
trabajan mas rapidamente y contaminando menos que los agentes quimicos
convencionales. Gracias a la capacidad de mutar proteinas desarrollada en los
ultimos tiempos, podemos hacer que las enzimas trabajen para nosotros, haciendo
los procesos industriales mas eficientes.

El actual estudio busca desarrollar una enzima que mejore su capacidad
catalizadora respecto a un sustrato alternativo, para demostrar el posible uso en la
industria.

Como resultado del trabajo, se ha desarrollado un modelo digital de una enzima,
que reduce sustancialmente la energia necesaria para catalizar un sustrato diferente
al natural de esa enzima.

Dicho modelo se desarroll6 mediante el programa “PyMOL”, que tiene la capacidad
de mostrar y modificar todo tipo de proteinas y, ademas, usando herramientas
alternativas para calcular y comparar las energias.

Después de observar los resultados, se concluye que la implantacién de la mutacion
de enzimas en la industria es viable gracias a su capacidad de catalizar el sustrato

que se desee.




The growing demand for industrial products and the need to work without affecting
the environment is a growing problem. The use of conventional chemical products
makes industrial reactions inefficient and very polluting. An alternative can be
enzymes, biocatalysts that work more quickly and pollute less than conventional
chemical agents. Thanks to the ability to mutate proteins developed in recent times,
we can make enzymes work for us, making industrial processes more efficient.

The current study aims to develop an enzyme that improves its catalytic capacity
with respect to an alternative substrate, to demonstrate its possible use in industry.
As a result of the work, a digital model of an enzyme has been developed, which
substantially reduces the energy needed to catalyze a substrate other than the
natural one of this enzyme.

This model was developed using the “PyMOL” program, which has the capacity to
show and modify all types of proteins and, in addition, using alternative tools to
calculate and compare energies.

After observing the results, it is concluded that the implementation of enzyme

mutation in the industry is viable thanks to its ability to catalyze the wanted substrate.
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ENZIMS A LA CARTA

1. INTRODUCCIO

Des de ben petit, he sigut una persona molt curiosa i fascinada pel funcionament del
cos huma. Sempre he volgut saber com funciona realment cada organ i cada
sistema que empra el nostre cos perque sigui una maquina tan perfecta. Després de
molts anys aprenent sobre el tema, cada dia sé una mica més d’aquest mecanisme
tan complex que som nosaltres.

Quan va arribar el moment de decidir el tema del meu treball de recerca vaig dubtar
molt, ja que no sabia exactament de qué fer-ho. Malgrat aixd, sempre vaig tenir clar
que el volia fer d’alguna cosa relacionada amb I'ésser huma.

Per sort, el programa forces de la Universitat de Barcelona em va donar I'oportunitat
de ser tutoritzat per un professor de la universitat. Concretament, jo vaig escollir el
treball de recerca d’“Enzims a la carta”, que es basa en la modificacié d’enzims
gracies a un programa d’ordinador. Aquest tema em va permetre treballar en els
enzims que son molt importants al cos huma i, per altra banda, utilitzar un programa

informatic per fer-ho, que m’agrada molt.

Abans de comengar el treball m’he preguntat: Sén els enzims una alternativa verda

a la sintesi d’aldehids a la industria?

La meva hipotesi és que si que és possible implantar I'Us d’enzims a la sintesi
d’aldehids en la industria, ja que com que ara se sap mutar proteines, tenim la
capacitat d’adaptar qualsevol enzim a qualsevol substrat. D’aquesta manera, es
podria emprar I'enzim mutat en la industria per reduir despeses economiques i reduir

'impacte ambiental en el planeta.
Per altra banda, m’he proposat altres objectius més especifics com sén:

> Comprendre quin és el funcionament dels enzims en el cos huma i perqué
soén tan importants per a la nostra vida.

> Saber quin és I'Us actual d’enzims en la industria quimica per obtenir aldehids
a partir d’alcohols.

> Aprendre a usar un programa de mutacio de proteines i poder obtenir dades

de la seva eficacia respecte a I'energia d’unio.
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Aquest sera un treball de recerca d’investigacio, tot i que aquesta investigacio no la
faré a través d’'experiments, sind que ho faré amb I'ajuda d’un programa informatic

que em permetra comparar els meus resultats.

Per intentar complir el meu objectiu, el primer que faré és fer un marc tedric on
realitzaré una cerca bibliografica i documental sobre el tema per a adquirir
coneixements sobre els enzims i el seu Us a la industria.

Un cop hagi acabat el marc tedric em disposaré a fer el marc aplicat, en el que amb
tot el que hagi aprés fins al moment intentaré mutar un enzim per reduir I'energia
d’'unié amb el substrat i aixi mostrar com seria un procés de modificacié d’'un enzim
perqué ens catalitzi un compost quimic per la industria. Per fer-ho, primer, calcularé
'energia d'unié de la proteina sense cap mutacidé sobre els dos lligands que
escollire. Més tard, per veure que es pot millorar I'energia d’'unié d’enzims, mutaré
una proteina i faré el calcul amb dos lligands diferents. Un cop hagi fet les
mutacions, compararé les dades obtingudes amb els que no tenen mutacions i
veuré si s’ha reduit I'energia d’'unié respecte als inicials, d’aquesta forma intentaré

demostrar que es podria implantar I's d’enzims a la industria.

Per fer tot el marc aplicat empraré en moltes ocasions el programa PyMOL per fer
mutacions i diverses webs per tractar els arxius, totes aquestes fonts estan
detallades a I’ . Per altra banda, els resultats que extraure els mostraré

en forma de taula i també en format grafic, perqué sigui més visual.
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2. MARC TEORIC

2.1. Enzims

Abans de tot, faré una definicié basica dels enzims per situar-nos. Els enzims sén

proteines que tenen la capacitat d’accelerar reaccions quimiques sense gastar-se

2.1.1. Historia dels enzims

Avui en dia els enzims son unes estructures molt importants que fan funcions vitals
en el nostre cos i també tenen funcionalitat en la nostra societat. A més a més, amb
les eines tecnoldgiques que tenim actualment sabem perfectament com funcionen,
si més no, abans no era aixi, aquesta és la historia de com es van descobrir els

enzims:

Des de lantiguitat, a I'época dels grecs, ja coneixien algunes substancies que
podien descompondre matéria, perd no sabien el funcionament ni a qué es devia.
Una de les primeres aproximacions al mén dels enzims va ser Louis Pasteur el
1815, on va estudiar la fermentacid de I'alcohol i va observar que era provocada per
uns microorganismes, pero creia que era un procés que es portava a terme gracies

a una forca vital que contenia la cél-lula.

El primer descobriment formal d’'un enzim va arribar el 1833 de la ma de Anselme
Payen que era un quimic francés. Ell va trobar una substancia que era capag¢ de
catalitzar la transformacié del midé en sucre, aquesta substancia que anys més tard

rebria el nom d’enzim, el va anomenar “diastasa” (avui coneguda com a amilasa).

A partir d’'aquesta troballa, el 1857 Pasteur va proposar que la fermentacié dels
sucres en alcohols era un procés que nomeés el podien portar a terme ceél-lules vives,

en un concepte que va anomenar vitalisme.

Cap al 1878, el fisidleg Wilhelm Kuhne va determinar el nom “enzim”, que s’ha

quedat fins a I'actualitat. Aquesta paraula ve del grec, i significa “en llevat”.

Aquesta teoria va ser acceptada durant molts anys, fins que el 1897 el quimic
alemany Eduard Buchner va desmentir-la. Aixd ho va fer amb un experiment en el

qual va demostrar que extractes cel-lulars sense la preséncia de cél-lules vives
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podien fer la fermentacio. Aixd va demostrar que aquesta reaccié es podia realitzar
sense organismes vius. Aquest va ser un pas fonamental per entendre que els
enzims i no les cél-lules completes eren les responsables de les reaccions

quimiques.

En els anys 1900-1910 Emil Fischer va proposar una teoria molt important, que és la
‘clau-pany”, explicant com els enzims reaccionen amb els substrats, indicant que

cadascuna té una especificitat.

Cap al 1926 James B. Sumner va cristal-litzar la ureasa, que és un enzim,
demostrant que era naturalesa proteica, el que demostrava que els enzims eren
proteines funcionals i no altres substancies més simples com es creia. Aquest

descobriment li va donar el premi Nobel I'any 1946.

Durant els anys del 1931 al 1950, es van anant aillant i buscant les caracteristiques
de cada enzim que es trobava. A més a més, van comencar a aprendre com eren

les seves estructures i els mecanismes d’accid.

El 1965 es va fer una de les primeres estructures tridimensionals, en aquest cas de
'enzim lisozim, i va ser fet per David Phillips. Aquest treball va ser fonamental per

entendre com els enzims catalitzen les reaccions.

Als anys 1980s amb l'arribada de I'enginyeria genética es van comencar a modificar
enzims, formant bacteris i llevats modificats genéticament, que va fer que creixés

molt la indUstria farmaceéutica, entre d’altres.

En lactualitat els enzims son estudiats curosament perqué facin el que nosaltres
volem, aprofitant-los per I'ambit de la medicina o de la industria. A més a més,
aquest sector de la modificacid6 d’enzims segur que continuara creixent i creant

enzims per a tota mena de necessitats que tingui I'ésser huma.

En resum, d’enga que es van descobrir els enzims s’han anat estudiant a fons amb
el metode cientific, provant cada cop coses noves i cada vegada més innovadores,

fent que sigui un dels sectors amb més potencial en un futur.
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2.1.2. Que fa especials els enzims?

Els enzims sbén biocatalitzadors que compleixen uns requisits que els fan

fonamentals per la vida, son els seguents:

Una caracteristica molt important dels

enzims és que acceleren les reaccions Sin enzima
Energia de
activacion
sin la

I Energia de enzima

quimiques. Aix0 és vital, ja que sense

enzims perquée es donés una reaccio

actlivacion
con la enzima

quimica seria necessaria molta energia

Sustratos Energia total
liberada durante

i que collidissin amb [lorientacio &j.0 CoHizOs + O la reacaidn
adequada perqué es produis la  [Energia Productos

CO,+H;0
formacié o destruccio dels enllagos Avance de la reaccion

Y

necessaris. Com és d’esperar, aixo €s
completament a l'atzar i, per tant, les

Figura 1. Despesa d’'energia per passar de
probabilitats de qué aix0 es produeixi J P gia per p

X ) reactiu a producte amb enzim i sense. Font
de la forma adequada sén baixes. En
canvi, amb els enzims, no soén
necessaris tants factors, ja que es fa la reaccié molt més rapida i es necessita molta

menys energia.

Un altre aspecte important dels enzims €s que no es consumeixen durant la reaccio,
és a dir, que quan acaba la reaccio es pot tornar a utilitzar igual que al principi. Aixo
és molt important, perqué permet que els enzims puguin ser utilitzats de forma

infinita.

També és molt representatiu dels enzims la seva especificitat, és a dir, que cada
enzim és especialitzat a catalitzar un unic substrat. Per saber com fer aquestes
“‘parelles”, cada enzim té un lloc actiu format per uns aminoacids especifics. Aquest
lloc té una forma que fa que només encaixin un substrat determinat, és a dir, que hi
ha un motlle per a cada substrat de manera que només es portaran a terme una
reaccio determina en cada enzim. Un cop el substrat ha encaixat a la perfeccié amb

'enzim, es pot portar a terme la reaccié quimica.

10


https://m.riunet.upv.es/bitstream/handle/10251/146362/Cardona%20-%20LOS%20ENZIMAS.%20INTRODUCCI%C3%93N%20A%20LA%20ENZIMOLOG%C3%8DA..pdf?sequence=1&isAllowed=y

ENZIMS A LA CARTA

2.1.3. Parts d'un enzim

Un enzim esta format per diferents parts que totes juntes fan que I'enzim faci el seu
funcionament habitual. Hi ha dos tipus d’enzims, que es diferencien en la seva

estructura, aquests son els enzims simples i els conjugats.

Els enzims simples tenen una estructura basica d’estructura proteica i no requereix

cap activador per funcionar. Aquestes sén les seves parts:

> Lloc actiu: Com ja he mencionat anteriorment, el lloc o centre actiu és el lloc
on arriba el substrat per ser transformat en altres. A més a més, té una forma
tridimensional especifica que fa que només s’acobli el seu substrat.

> Apoenzim: L'apoenzim és aquesta part més gran de I'enzim i completament

de naturalesa proteica.

Figura 2. Enzim simple. Font propia.

Per altra banda, hi ha els enzims conjugats o holoenzims, que tenen una part
proteica com els simples amb el centre actiu i 'apoenzim. Perd, a més a més, tenen
uns reguladors que fan que s’activi o s'inhibeix la seva funcidé, que no sén de

naturalesa proteica, que sense ells no podrien funcionar.

> Reguladors
o Cofactors (activen el funcionament normal de I'enzim):
m lons metal-lics: Aquests tenen la funcié que quan s’enganxen a
'enzim fer-lo funcionar, ja que si no esta present I'enzim no
funciona i és inutil. Aquests cofactors solen ser ions metal-lics

com el zinc (Zn?*) o el magnesi (Mg*").

11
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m Coenzims: Aquests coenzims també tenen la funcié d’activar els
enzims perqué facin la seva funci6 amb normalitat, pero
aquests, en canvi, son molécules organiques com les vitamines.
Els més importants son 'ATP, el NAD" i el NADP".

o Inhibidors (frenen el funcionament normal de I'enzim):

m Competitius: EI que fa aquesta molécula és anul-lar el
funcionament de I'enzim. Ho fa “competint” contra els substrats
per situar-se al lloc actiu abans que ells, perd0 aquest, en
comptes de transformar-se, no ho fa, i es queda en el lloc actiu,
bloquejant la catalisi d’altres substrats i, llavors aquell enzim
queda inhibit.

m No competitius: Per altra banda, el que fa aquesta moléecula és
‘enganxar-se” en una part de I'enzim, fent que el lloc actiu

canvii de forma i que cap substrat pugui ser catalitzat.

R Sustrato i i Sustrato Forma activa
i Forma inactiva Forma inactiva ‘ )

Forma activa Sustrata centro Centro Sustrato Centro
Centro activo ctivo ‘ active
actvo | g Va -/

centro N
alostérico Inhibidor alostérico Cerm‘o. . Activador alostérico
en su centro de unian alostérico Activador alostérico en su centro de unién

Inhibidor alostérico {modulador positive)
egativ

(modulador negativo)

Figura 3. Enzim conjugat. Font

2.1.4. Estructura proteica dels enzims

Els enzims com que son proteines, estan conformats per aminoacids. Els

aminoacids es poden distribuir de diferents modes formant el que es coneix com a

les estructures de les proteines que hi ha: I'estructura primaria, secundaria, terciaria

i quaternaria. Totes elles van de menys a més complexitat.

12
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Estructura primaria:

L'estructura primaria és la sequéncia d’aminoacids de la proteina, formant una
cadena amb tots ells. Aquestes cadenes poden tenir tota mena d’aminoacids, pero
sempre tenen un inicial que és el grup Amino lliure (NH,) anomenat N-inicial i un

final, que és el grup carboxil lliure (COOH) anomenat C-terminal.
Estructura secundaria:

L'estructura secundaria és la disposicio en I'espai de la primaria, és a dir, que es

formen una série d’enllacos que fa que formi diferents formes.

> En forma a-heélix: Aquesta es produeix quan es formen gran quantitat
d’enllagos d’hidrogen entre els H i els O, cosa que fa que es formi una
cadena en forma d’hélix.

> En forma de conformacio-B: En aquesta no es produeixen tants enllagos

d’hidrogen, fet que dona que tingui forma de lamina plegada.

Estructura terciaria:

L'estructura terciaria és la unioé dels dos tipus d’estructures secundaries mitjangant
diferents tipus d’enllagos com els disulfur, ponts d’hidrogen, forces de Van der

Waals, etc.

Estructura quaternaria:

La quaternaria esta constituida per dues o més cadenes polipeptidiques d’estructura

terciaria unides amb enllagos febles.

13
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Figura 4. Estructures de les proteines. Font: Llibre de biologia 1r de

batxillerat grup promotor Santillana

14



ENZIMS A LA CARTA

Estructura proteica dels enzims

Els enzims son proteines d’estructura terciaria, per tant, estan formats per
combinacions d’estructures secundaries en forma d'hélix i de lamina plegada. El fet

que fa que en conjunt un enzim estiguin formats per aminoacids.

Un enzim pot tenir subunitats anomenats dominis estructurals. Aquests dominis
també estan formats per combinacions d’estructures secundaries, és a dir, d'una
estructura terciaria. Aquestes combinacions solen ser estables, compactes i

d’aspecte globular, per aquest fet, a vegades es diu que tenen estructura globular.

Els dominis sén com peces, i si s'ajunten diferents dominis, es forma un enzim
determinat, per aquest motiu, hi ha dominis que estan repetits en diferents enzims o

proteines, ja que fan una funcié que pot ser valida en diversos processos.

Aquests dominis en molts : :
\ ubstrat lliure
casos son molt utils per $ ~
portar a terme les
reaccions quimiques. Com
que els dominis funcionen Coll
com a peces, quan arriba Domici A S
un substrat, els dos

Substrat
fix

dominis poden apropar-se
i deixar fix aquell substrat i
que es pugui catalitzar la
reacci6 quimica, sino,

potser, no es podria fer.
Figura 5. Els dominis d’un enzim fixen un substrat. Font:

Llibre de biologia 1r de batxillerat grup promotor

Santillana
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2.1.5. Funcionament

El funcionament dels enzims comenga quan un substrat arriba al centre actiu de
'enzim. Pot haver-hi molts tipus de reaccions: d’'un sol substrat, de dos substrats,

per unir des de substrats, per separar-los...

El més senzill és el d'un sol substrat (S). En aquest procés I'enzim (E) fixa el
substrat a la seva superficie mitjangant una série d’enllagos febles, formant el
complex enzim-substrat (ES). Aquests enllagos febles provoquen vibracions que fa
que es debilitin alguns enllagos interns del substrat. Un cop en aquesta situacio
passa a l'estat de transici6 anomenat complex activat i un cop finalitzada la
transformacio, queda el complex enzim-producte (EP). Una vegada ha passat aixo

s’allibera el producte i 'enzim per tornar a usar-se.

Figura 6. Activitat enzimatica en reaccions d'un sol substrat. Font: Llibre de
biologia 2n de batxillerat grup promotor Santillana
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2.1.6. Centre actiu de I'enzim

El que passa al centre actiu de I'enzim és la interaccié més important que es porta a
terme en tota I'estructura, ja que és el punt on es trenquen o es formen enllagos. El
centre actiu té una forma tridimensional amb forma de cavitat perqué el substrat hi
encaixi bé, tot format per aminoacids.

Quan un substrat arriba al centre actiu, s’'uneix a través dels radicals d’alguns
aminoacids formant enllagos febles per fixar-lo, aquests aminoacids s’anomenen
aminoacids de fixacio. Un cop esta unit, uns determinats aminoacids anomenats
aminoacids catalitzadors formen enllagos forts (covalents) i trenquen els enllagos
que s'han de trencar.

En aquest cas a la figura 6 podem veure el centre actiu de I'enzim amb aminoacids
de fixacié que son el a, b,c i d i que formen ponts d’hidrogen per fixar el substrat. Per
altra banda, I'aminoacid catalitzador esta situat al mig per formar un enllag covalent i

trencar I'enllag del substrat.

Figura 7. Activitat enzimatica en reaccions d’'un sol substrat. Font: Llibre de

biologia 2n de batxillerat grup promotor Santillana
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2.1.7. Dinamica enzimatica

La dinamica enzimatica estudia la velocitat amb qué es produeixen les reaccions

quimiques dels enzims.
Temperatura

La temperatura és un factor fonamental, habitualment la temperatura fa que I'enzim
funcioni a millor rendiment. Quan aquesta temperatura augmenta arriba a uns graus
que és la temperatura Optima de l'enzim, és la temperatura en la qual és més
eficient, sol variar entre els diferents enzims. A partir d’aqui, si la temperatura
augmenta, I'enzim disminuira l'eficiéncia fins que ja no pugui treballar, que és quan
es desnaturalitza i perd la seva estructura terciaria i deixa de funcionar, pero si es
redueix, la temperatura tampoc podra funcionar. Els enzims presents al cos huma,
tenen la temperatura optima als 37 °C, la temperatura corporal humana.

A la figura 8 podem observar que ens compara l'activitat d’'un enzim segons la
temperatura a la qual treballa. La temperatura optima, és a dir, de maxima activitat
és a 40 °C, per tant, aquest és un enzim que esta en ambients d’'uns 40 °C. Per altra
banda, veiem que a temperatura més elevada té una activitat del 0%, que vol dir que

I'enzim s'ha desnaturalitzat, no pot tornar a ser usat.

Actividad
(%)
&
100+
0 } o
1] 40
Temperatura
(C)

Figura 8. Grafic de I'activitat enzimatica segons la temperatura. Font
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pH

Com en la temperatura, hi ha un pH optim per al funcionament de cada enzim, per
tant, varia en els diferents enzims. El pH habitualment va de la ma amb el pH que té
la cel-lula en la qual esta, com a resultat, dependra del tipus de cél-lula i on esta

localitzada.

A la figura 9 veiem que es representen tres enzims que tenen pH optims diferents i
que alguns enzims funcionen millor en algunes condicions que altres no, per tant,
podem observar la gran varietat d’enzims que existeixen i els diferents medis de pH

en els que poden treballar.

Actividad Figura 14.8
(%)
100

pH éptimo
pH 6ptimo

pH éptimo

0 7 pH

Figura 9. Grafic de l'activitat enzimatica segons el pH. Font

Concentracio del substrat

Aquest factor no fa que I'enzim funcioni millor o pitjor, siné que el porta al seu maxim
rendiment, és a dir a la saturacid. Aquest factor es produeix quan totes les
molécules que sbn les capaces de catalitzar substrats de 'enzim estan ocupades al
mateix moment, llavors es diu que I'enzim esta saturat, aquell és el punt que ens
indica que I'enzim no podra portar a terme més reaccions en menys temps, ha

arribat al seu maxim.
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A la figura 10 podem veure com I'enzim arriba a la saturaci6. Primer veiem que una
variable és la velocitat de la reaccié que porta a terme un enzim, i l'altre variable és
la concentracié de substrat que hi ha al medi. La funcié va augmentant a gran
velocitat fins que arriba un punt que la reaccié ja no va més de pressa perqué ha

arribat al punt de saturacié on I'enzim treballa al seu maxim rendiment.

Velocidad de reaccién

Concentracion de sustrato

Figura 10. Grafic de la concentracié de substrat depenent de la velocitat. Font

2.1.8. Classificacio d’'enzims

Hi ha diferents tipus d’enzims, que es poden diferenciar principalment per la forma
en la qual modifiquen el substrat, és a dir, el tipus de reacci6é que porten a terme. Hi

ha un total de sis tipus, que son aquests:

1. Oxidoreductases
Aquests son els enzims que catalitzen les reaccions d'oxidacio i reduccid, o també

conegudes com a reaccions redox, en les que una molécula perd electrons i l'altre

els guanya.
Una oxidoreductasa que sera molt important és I'alcohol deshidrogenasa.

AH, + B —— A + BH,
Figura 11. Reaccio dels enzims oxidoreductases. Font

20


https://cdn.kastatic.org/ka-perseus-images/47f524559593db97890d4050fb88163e90495b7c.png
https://www.youtube.com/watch?v=6vEQ3o2b1wU

ENZIMS A LA CARTA

Reaccions Redox

Les reaccions d'oxidacié-reduccié o redox son molt importants, ja que serveixen per
a una gran quantitat de reaccions quimiques, com per portar a terme el metabolisme
del cos 0 quan una poma es posa fosca.

Aquesta és una reaccio de transferencia en la qual es transfereix electrons de la
molécula reductora a I'oxidant.

Quan parlem que una substancia s’oxida vol dir que perd electrons, és a dir, que
cedeix els seus electrons a I'altre. Per altra banda, la substancia que es redueix vol

dir que guanya electrons de l'altra substancia.

Cu - + /n S Cu + Zn™’

Figura 12. Exemple de reaccié Redox. Font
2. Transferases
Aquests enzims en catalitzar transfereixen un grup funcional com els del carboni
d’un substrat a un altre. Com veiem a la Figura 13, el radical (grup funcional) canvia

de substrat que és la caracteristica principal dels enzims.

A-R + B —— A + B-R

Figura 13. Reaccio dels enzims transferases. Font

3. Hidrolases
Aquests enzims hidrolitzen substrats que contenen enllagos formats per carboni i
nitrogen (éters, ésters, enllagos peptidics...). El procés d'hidrolisi consisteix a afegir
una aigua per a trencar I'enllag com els que he mencionat anteriorment. Tots els

enzims digestius solen ser enzims hidrolases.

Acetilcolina + H,0 Colina + Acetato

Figura 14. Reaccio dels enzims hidrolases a acetilcolina esterasa. Font
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4. Lisasses
Una liasa és un enzim que produeix separacions de compostos organics amb un
mecanisme, que no és el d’hidrolisi i no és el d'oxidacid, i que amb aquesta activitat

genera un doble enllag.

5. Isomerases
Aquest tipus d’enzims catalitza uns substrats formats isomers. Els isdbmers sén
molécules que atdomicament tenen la mateixa composicid, perd tenen geometries

moleculars diferents, donant lloc a caracteristiques diferents.

6. Ligases
Les ligases o sintetases sén un tipus d’enzims que serveixen per unir dues
molécules. No obstant aixd, aquestes unions en la gran majoria de casos necessiten

ATP per a poder unir-les. A aquest grup pertanyen la major part de les polimerases’.

2.2. Unions
2.2.1. Enllagos quimics

Un enllag és quan dos atoms s’uneixen entre ells per formar molécules o cristalls,
aixd ho fan perqué els dos atoms surten beneficiats, ja que d’aquesta manera
obtenen configuracié de gas noble, que els hi aporta molta estabilitat.

A la figura 15 veiem com es veu la creacié d’'un enllag pel que fa a I'energia. Primer
tenim uns reactius, que tenen una energia determinada, aquesta sempre ha de ser
superior a I'energia dels productes. El moment en el qual es passa de reactiu a
producte passa per la fase de complex activat que és el moment en qué es trenca o
es crea I'enllag, per aquest motiu es necessita una gran quantitat d’energia, un cop
s’ha fet I'enllag perd energia fins a arribar al producte que té menys energia que el

reactiu, perqué ha gastat molta en la transformacio.

' Les polimerases son un tipus d’enzim que situat a les cél-lules que té la funcié de transcriure i
replicar els acids nucleics en el procés de la divisio cel-lular.
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Energia g Complejo
potencial activado

Energia de
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{ Progreso de la reaccién

Figura 15. Imatge de I'energia que allibera un enllag. Font

2211, Enllag idnic

Aquest enllag es dona quan un dels dos atoms implicats cedeix un electro, i I'altre el
rep, d’aquesta forma un queda positiu i l'altre negatiu. Com que tots dos tenen
carregues oposades s’atrauen i, per tant, queden enllagats. Aquest enllag se sol
donar entre metalls i no-metalls, perqué un tendeix a donar i I'altre a rebre electrons.

Un exemple és el clorur de sodi (NaCl).

2.2.1.2. Enllag covalent

Aquest altre enllag és una mica diferent, perqué es basa en la comparticid
d'electrons, d’aquesta manera els tots poden guanyar electrons que és el que volen.
Aquesta uni6 sempre es fa amb elements no-metalls, ja que sempre necessiten
electrons.

Existeixen els covalents polars en la que la diferencia d’electronegativitats entre els
atoms és forca gran i, en canvi, en els apolars la diferéncia d’electronegativitats és
molt baixa.

Un exemple de covalent polar és I'aigua (H,O).

23


https://fisiquimicamente.com/media/cinetica-quimica-2bach-quimica/teoria-estado-transicion.svg

ENZIMS A LA CARTA

2.2.1.21. EnllagT
Els enllagcos 1 son un tipus d’enllacos quimics que es donen en els enllagos
covalents. Aquests es donen quan l'enlla¢ es porta a terme en l'orbital p, com que
aquest orbital presenta dos Iobuls, un a sobre i un a sota, quan es comparteixen els
electrons d’aquest orbital apareixen quatre 16buls com veiem a la figura 16 i llavors

dona lloc a I'enllag 11, que és el de la dreta.

Aquests enllagos 1 estan molt presents en els sistemes aromatics, fent que aquells

electrons es quedin fixes i no es puguin moure.

-~
[ -

Figura 16. Imatge a I'esquerra hi ha quatre |obuls en orbitals p i a la dreta I'enlla¢ 1. Font

2.2.1.3. Enllac metal-lic

Aquest es dona sempre en metalls i consisteix en la comparticié d’electrons en un

nuvol electronic que hi ha al seu voltant.

2.3. Interaccions intermoleculars

Les interaccions intermoleculars son enllagos entre molécules, perd d’'una forma
molt més feble que els enllagos quimics, per aquest motiu se solen formar amb més

facilitat, perd també duren menys.
Ponts d’hidrogen

Aquesta és una de les interaccions intermoleculars més importants, ja que es dona
amb molta facilitat. Aquesta apareix en el moment en el qual un atom d’hidrogen
s’uneix a un atom d’oxigen, nitrogen o fluor, donant lloc a una interaccié molecular
forta. La distancia a la qual es produeixen els ponts d’hidrogen és molt diversa, pel
fet que poden ser febles o forts, perd solen variar entre 2,2 A i 3,2 A, encara que hi

ha moltes excepcions.
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Enlaces de
hidrégeneo

Figura 17. Imatge d’uns ponts d’hidrogen. Font

Forces de Van der Waals

Aquestes sén unes forces que son molt debils, perd que alhora tenen un paper

fonamental. Es divideixen en tres categories:

> Interaccions dipol-dipol: es produeix entre molécules polars, on les carregues
positives i negatives fan que s’apropin. Es produeix de 3 a 5 A.

> Interaccions dipol permanent-dipol induit: Es produeix quan una molécula
polar (amb carregues) indueix a una molécula apolar (sense carregues) fent
que obtingui carregues i atraient-se. La millor distancia esta de 2 a 4 A.

> Interaccions dipol instantani-dipol instantani (forces de London): Forces molt
deébils que es donen en molécules polars i apolars fent que pel moviment dels
electrons per un instant apareguin dipols induint dipols a una altra molecula

fent que totes dues s'atraguin. La distancia dptima esta al voltant de 3 a 4 A.
Hidrofobiques

Aquestes interaccions es basen en el principi de qué les molécules apolars (sense
carrega) l'aigua les repel i com que totes sén aixi s’acaben ajuntant per evitar el
contacte amb l'aigua. Quan totes estan agrupades empeses per la repulsié de

l'aigua, formen enllagos febles de Van der Waals entre elles.
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D’aquests forma si estan en una cadena si hi ha dues molécules apolars que
repelen l'aigua, probablement s’agruparan formant un enllag feble i modificant la

forma de la cadena.

Interaccion
hidrofébica

Estructura principal =
de polipéptidos

Figura 18. Imatge d’'un enllag hidrofdbic. Font

-1 Interaccions d’apilament

Aquestes son unes interaccions que es donen només amb sistemes aromatics (els
hexagons), i com bé diu el nom “apilament”, han d’estar una a sobre de I'altre. Hi ha
dues opcions, que estigui una perfectament a sobre de l'altre, o bé que estigui
desplacgat, com bé veiem a la figura 19. També hi ha casos en els quals la interaccio
es pot produir en forma de T, és a dir, en perpendicular I'un de l'altre. En general, la

distancia a la qual es produeix aquesta interaccio és de 3,3 a 3,8 A.

Sandwich

or eclipse stacked Displaced stacked

Figura 19. Imatge dels sistemes aromatics un a sobre de I'altre. Font
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Tot i aixd, encara que els dos sistemes aromatics estiguin un a sobre de l'altre no
n’hi ha prou, perqué es necessita que les carregues siguin les adequades. Com
veiem a la figura 20 a la figura de I'esquerra com que els dipols positius estan una
sobre de l'altre, es repelen i el mateix passa amb els negatius. Per altra banda, en la

desplacada si que funciona.

H5+ % & 4 &* &* 8 R &*
'

AN /H '? — H attractive
A 4 ! , interaction
;> N 5- e

H§+ _— \H6+ H6+ S |1|6 repulsive

interaction

Benzenes sandwich

B isplaced stack
or eclipse stacked enzenes displaced stacked

Figura 20. Imatge de sistemes aromatics amb les atraccions i repulsions. Font

A la figura 21 podem veure un model que si que funcionaria, ja que els dipols es
complementen i aixi les carregues s’atrauen com veiem amb les fletxes, per tant,

aquest si que és correcte.

&t o o*
'ﬁ N— ':‘ attractive
I , i interaction
i —— | o .
! 16 repulsive
F F . .
interaction
F F
Benzene hexaflourobenzene

sandwich

Figura 21. Imatge de la 1r-11 interaccions d’apilament correcte. Font
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Enllagos d’halogen

Aquesta interaccio és especifica del grup dels haldgens de la taula periddica (F, Cl,
Br, I, At) i funciona com els ponts d'hidrogen. En aquest enllag el carboni s’enllaca
amb els halogens, ja que aquests estan lleugerament carregats negativament, en

canvi, el carboni positivament.

The Polar C-X Bond

80§
C—X
——

Figura 22. Imatge d’'un enlla¢g d’halogen. Font

Interaccions catio-r

Les interaccions catio-1m es donen com a resultat de fortes forces d'atraccio entre un
catio (carrega positiva) i el navol d'electrons 1 que formen part dels grups aromatics
(hexagons). Aquesta interaccio, habitualment, es produeix entre 2 i 6 A, encara que

hi ha una distancia optima depenent del catio.

o

I

Figura 23. Imatge d’'una interaccié catio-1r. Font
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2.3.1. Energia d'unid
L'’energia d’'unié és un dels conceptes més importants d’aquest treball, perqué és
'energia que em calcula la web que usaré en el marc aplicat (

) i que sera d’on treure les dades en les quals basaré els resultats del meu

marc aplicat.

L'energia d’'unié és aquella energia que s’allibera en el moment en el qual es
produeixen les interaccions intermoleculars entre els aminoacids de fixacio i els
atoms del substrat, és a dir, aquelles forces febles temporals que fan que el substrat

es quedi fixat perqué I'aminoacid catalitzador pugui fer la seva feina.

Com més baixa sigui aquesta energia d’uniod, vol dir que hi ha més interaccions
intermoleculars i que el substrat esta millor fixat i llavors és necessaria menys
energia. L'energia d’'unio fa que es redueixi I'energia d'activacié de I'enzim, fent que

sigui més eficient.
2.4. Reacci6 quimica que treballaré

Aqui parlaré de la reaccioé quimica concreta que fa I'enzim que he escollit.

2.4.1. Compostos basics de la reaccio
24.1.1. Alcohols
Els alcohols s6n compostos organics derivats dels hidrocarburs en els quals s’ha
substituit I'atom d’hidrogen pel grup OH. Hi ha diferents tipus d’alcohols: primaris,
secundaris i terciaris. Jo només parlaré dels primaris, que son els que treballaré.
Els alcohols primaris tenen una estructura en la qual el carboni central té enllagat un
radical, un grup OH i dos H, com es veu a la figura 15. Quan un alcohol primari
s’oxida sempre es produeix un trencament de I'enllag C-H i la formacié d’'un enllag

C=0, aixo fa que doni lloc a aldehids i després a acids carboxilics.

|
R—Cll—OH
H

Figura 24. Férmula d’un alcohol primari. Eont
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2.4.1.2. Aldehids
Els aldehids sén compostos organics que es caracteritzen per tenir a la seva cadena
el grup funcional -CHO terminal, és a dir, que al final de la cadena tenen aquest grup

funcional.

H\ 40

Figura 25. Grup funcional dels aldehids. Font

Els aldehids sén uns compostos que sén importants a la industria, ja que es poden
usar en diferents sectors. Aquestes son algunes d’elles:
> |Industria quimica: Alguns aldehids com el formaldehid (un dels aldehids més
usats) serveixen per fer resines, plastics i molts altres productes sintétics.
> Industria de la perfumeria: Un dels usos més importants dels aldehids sén els
perfums, gracies a la capacitat aromatitzant d’alguns d’ells, per aquest motiu,
s’usa molt en la creaci6 de perfums i fragancies.
> Industria alimentaria: S’'usa com a saboritzants en molts aliments i també en
la conserva d’aquests.
> Industria farmacéutica: Alguns aldehids com el tricloroacetaldehid poden
servir com a sedants.
2.4.1.3. Acids carboxilics

Els acids carboxilics son compostos organics que es caracteritzen per tenir a la seva
cadena el grup funcional -COOH terminal. La principal diferéncia respecte a
l'estructura quimica entre els acids carboxilics i els aldehids és que els acids

carboxilics tenen en el grup funcional un OH on els aldehids tenen només un H.
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O

|
C
R™ “OH

Figura 26. Grup funcional dels acids carboxilics. Font

2.4.2. Metabolisme dels alcohols

La reaccid que jo utilitzaré és la que un alcohol primari passa a ser un acid
carboxilic, centrant-me en el pas d’alcohol a aldehid, que és la reaccié que porta a
terme el meu enzim.

La reaccié concreta en la seva forma de formula és la que veiem a la figura 27. Al
principi tenim I'alcohol primari que en oxidar-se, com he dit anteriorment, es trenca
un enllag C-H i es forma un enllag C=0, d’aquesta manera es forma un aldehid. Més
tard, aquest aldehid s’oxida formant un grup OH on abans hi havia un H i forma un

acid carboxilic.

H
| © O
/ /
R— C—OH R—C< R——C<
| H OH
H
Alcohol primari Aldehid Acid carboxilic

Figura 27. Reaccio d’alcohol primari a acid carboxilic. Font propia

2.5. Lligands

Els lligands s6n uns compostos organics que sén capacos d’enllagar-se a una altra
molecula, majoritariament a un metall, mitjangant un o diversos atoms. Els lligands

puc dir que sén una seleccid6 molt amplia, el que engloba moltes molecules, en
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I'ambit dels enzims, un lligand pot arribar a ser un inhibidor, un activador o fins i tot
un substrat.

Per altra banda, un substrat és una molécula que és catalitzada per un enzim, per
tant, a un substrat el podem anomenar substrat o bé lligand.

Ara explicaré I'estructura dels lligands que he escollit per fer servir en el meu marc

aplicat.

2.5.1. Etanol

L'etanol és un lligand que té la férmula quimica CH;CH,OH, en consequeéencia, és un
alcohol. Aquest lligand té un punt d’ebullici6 més baix que l'aigua, al voltant dels
78°C i una temperatura de fusioé d’'uns -114 °C.

Com podem observar a la figura 28 'etanol té I'estructura que he mencionat, pero té

una forma diferent, ja que podem veure que I'oxigen no forma una linia recta.

Figura 28. Imatge de I'etanol. Font: PyMOL

Aquesta molécula té molts usos, per aquest motiu és una de les molécules més
conegudes:
> Begudes alcoholiques. Es el principal component de les begudes
alcohdliques i com que és forga toxic és necessari que sigui eliminat pel
nostre organisme mitjangant un procés que explicaré a continuacio.
> Combustible: L'etanol s’'usa moltes vegades com a combustible per a tota
mena de vehicles.
> Industria farmacéutica: Serveix principalment com a desinfectant i s’usa

moltes vegades en productes per netejar.
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Ara parlaré del metabolisme de l'etanol, ja que necessitaré saber bé en qué es
converteix per a poder explicar com funciona la industria amb ell. Aquest
metabolisme és el que es produeix al nostre organisme, per tant, és important saber
com funciona.

Quan una persona consumeix una beguda alcohdlica, és a dir, etanol, es porta a
terme un procés amb diferents parts. Primer, I'etanol és oxidat per un enzim alcohol
deshidrogenasa (ADH) i obtenim l'acetaldehid, una molécula molt cancerigena.
Rapidament, és oxidat per I'enzim aldehid deshidrogenasa (ALDH) obtenint I'acid
etanoic. Quan una série d’enzims fan que se succeeixin diverses reaccions en

cadena s’anomena reaccions en cascada enzimatica, com és aquest cas.

H H H H
o o}
H— C — C — OH H—C—C H—C—C
| N | N
l | H OH
H H H H
Etanol Acetaldehid (etanal) Acid etanoic / acétic

Figura 29. Reaccio d’etanol a acid etanoic / acetic. Font propia

2.5.2. Alcohol 4-aminofenetilic

El lligand que veiem a la figura 30 és l'alcohol 4-aminofenetilic amb una férmula
quimica H,NCzH,CH,CH,OH. Aquest lligand és una mica més gran i complex que
I'etanol, ja que té un grup amino i un grup aromatic (benze).

En tenir un grup amino pot ser que es puguin formar certs ponts d’hidrogen amb ell,
0 inclus es podrien crear forces de Van der Waals de dipol-dipol, entre d’altres. Per
altra banda, el grup aromatic podria reaccionar amb un altre grup aromatic formant
una interaccio -1, 0 també es podria formar una interaccié Tr-catid, aquesta

variabilitat em donara moltes opcions a I'hora de fer el marc aplicat.
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Figura 30. Imatge de I'alcohol 4-aminofenetilic. Font: PyMOL

Ara parlaré del metabolisme de l'alcohol 4-aminofenetilic. Primer de tot tenim
I'alcohol 4-aminofenetilic que amb I'ajuda de I'enzim alcohol deshidrogenasa passa
a aldehid que, en aquest cas, és 2-(4-aminofenil)acetaldehid. Un cop esta en aquest
compost l'enzim aldehid deshidrogenasa el transforma en un acid carboxilic

anomenat acid 4-aminofenil acétic.

HaNCsH4CH2CH,0OH H>NCgH4CH>COH HoNCsH4CH,COOH

Alcohol 4-aminofenetilic 2-(4-Aminofenil)acetaldehid Acid 4-aminofenilacetic

Figura 31. Reacci6 de I'Alcohol 4-aminofenetilic a Acid 4-aminofenilacétic

2.6. Enzim

L’enzim que he escollit i amb el qual treballaré és I'enzim 1 AGN (segons el PDB?).
Aquest enzim és un alcohol deshidrogenasa, que forma part del grup de les

oxidoreductases. Ara I'explicaré en detall.

2 ElI PDB és el Protein Data Bank, que és la base de dades on s’emmagatzemen les estructures
tridimensionals de totes les proteines i acids nucleics que han sigut resoltes. Explicat en més
profunditat més endavant.
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2.6.1. Alcohol deshidrogenasa

Al cos huma de forma natural hi ha nou formes diferents d’alcohol deshidrogenasa,
que totes formen part de les oxidoreductases, que estan repartides pel fetge i
I'estbmac. La funcié varia entre elles, perd I'objectiu principal és catalitzar els

alcohols del nostre cos.

Primer de tot hem de dir que quan es pren una beguda que conté alcohol,
obviament, porta la molécula I'alcohol, i aquesta molécula al nostre cos és molt
toxica i pot afectar el nostre sistema nervios. Si el nostre cos no tingués aquests
enzims els aliments que tinguessin alcohol ens farien molt mal, perd gracies a elles
no és aixi. De totes maneres, si els enzims arriben el punt de saturacid, I'alcohol no

es pot catalitzar i si que pot ser molt perjudicial.

26.1.1.  Enzim 1AGN

Com he mencionat anteriorment, I'enzim 1 AGN és un holoenzim i una
oxidoreductasa. Aquesta forma part del cos huma i té la funcié de degradar I'alcohol
que consumim per fer-lo menys toxic i poder desfer-nos d’ell.
Aquest enzim destaca perqué té 1 cadena separada en 4 dominis identificats com a
A, B, C i D i tots son iguals. En total t& 373 aminoacids entre totes les cadenes,
donant lloc a qué no sigui una proteina gaire gran.
Aquest enzim i, en general, totes les alcohol deshidrogenases tenen una moléecula i
un metall que son fonamentals en la seva feina, sén aquestes:
> NAD: El NAD o també anomenat dinucledtid de nicotinamida i adenina.
Aquest coenzim és d'oxidacio-reduccid i serveix per transportar electrons
d’'una reacci6é redox a una altra, aixi doncs té la forma NAD" que és I'oxidant
(rep electrons) i la forma NADH que és la reductora (dona electrons).
El nom d’aquest coenzim és causat per la seva conformacié, que es pot
veure a la figura 32, que en aquest cas esta en forma de NAD". Aqui es
poden veure perfectament les parts del NAD", els dos nucledtids units per
grup fosfat estan assenyalats de color vermell, la vitamina adenina esta
marcada de color blau i, finalment, la vitamina nicotinamida que esta

assenyalada de color groc.
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En el cas que sigui un NADH, I'inica cosa que té de diferent és que tindra un H més

en I'anell de nicotinamida.

(o}

NAD+ y @NHZ

O=P—0 N
/ &

O OHOH NH,

N~
/\JN‘\

0=P—0 N
— 77 o i
OH

a4
C~J
OHOH oLis

Figura 32. Estructura del NAD". Font

> 16 Zn: Aquests ions metal-lics simplement son metalls, perd sén importants, ja
que se solen situar en el lloc on es duen a terme les reaccions i si localitzo un
d’ells, podré saber que alla hi ha un centre actiu, perqué fa la funcio

d’estabilitzar i fixar el substrat.

2.7. Reaccions entre I'enzim i els substrats

En aquest apartat parlaré de com I'enzim reacciona amb el substrat i quin és el
procés que es produeix al centre actiu de I'enzim. Com que els dos substrats son
alcohols i I'enzim és el mateix, tots dos tindran el mateix procés, per tant, he decidit
narrar-ho com una unica explicacié general, ja que no tenen diferéncies entre els

dos.

2.7.1. Procés general

El procés general de I'oxidacié d’'un alcohol amb una alcohol deshidrogenasa és un
procés molt precis en el que intervenen diferents molécules i compostos. Aquest és

el mecanisme que utilitzen pas a pas:
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Pas 1

El primer que passa és que l'alcohol arriba al centre actiu de I'enzim el qual hi ha un
i6 zinc (Zn*) que fa que 'OH de I'alcohol s’apropi i d’aquesta manera I'alcohol es

queda fixat i preparat per 'oxidacio.

Figura 33. Imatge d’un alcohol que arriba al centre actiu de I'enzim. Font: PyMOL

Pas 2

En aquell moment podem veure el NAD* “arriba” al centre actiu de I'enzim, aixo és
molt important, ja que aquest coenzim és fonamental en l'oxidacié. Doncs bé,
aquesta molécula arriba al centre actiu i se situa molt a prop de l'alcohol, on

funcionara de receptor de protons i electrons.
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Figura 34. Imatge del centre actiu de I'enzim amb I'alcohol, el zinc i el NAD".
Font: PyMOL

Pas 3
Com que és un alcohol que passara a aldehid, la reaccié se centra principalment en

el grup hidroxil (-OH). Durant la reaccio el substrat perd dos atoms d’hidrogen, un en

forma d’ié hidrur amb dos electrons i un prot6 (H) i un altre en forma de proté (H*).

H-
H*
|
R—C—O
|
H

Figura 35. Imatge de quan l'alcohol deixa anar I'id hidrur i el protd. Font propia
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Pas 4
L'i6 hidrur (H") i el proté lliure (H*) que ha deixat anar I'alcohol van a parar a diferents
llocs. L'i6 hidrur va a parar a I'anell de nicotinamida del NAD* que ara passara a ser

un NADH, per altra banda, el proto lliure és alliberat al medi.

NAD+ NADH

O

7 NH,

Y
|
Rib

\ADP

Figura 36. Imatge de I'hidrogen que rep el NAD"i es converteix en NADH. Font

Pas 5
Un cop ha passat el procés d’oxidacid, el que abans era un alcohol ara és un
aldehid, ja que s’ha alliberat de dos hidrogens el que fa que es converteixi en

aquesta altra molecula.

H
| O
/
R e—=— C —OH R—C <
| H
H
Alcohol Aldehid

Figura 37. Imatge del pas d’alcohol a aldehid en el procés d’oxidacié. Font propia
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Pas 6
Un cop finalitzat tot el procés, els productes s’alliberen del centre actiu donant lloc a
qué es torni a produir una altra reaccié d’oxidacio, perqué com he explicat, els

enzims no es consumeixen.

2.8. Industria

La sintesi d’acetaldehids o etanals és important a la industria, ja que aquest
compost té una gran quantitat d’'usos industrials en diferents sectors: serveix a la
industria quimica per sintetitzar altres productes com el butanol; s’'usa en el sector
alimentari, com a conservant i per donar sabor; a la industria téxtil, per la fabricacié
de cuirs i un dels més importants; a la industria de les fragancies, com un
component aromatitzant pels perfums.

El procés industrial del pas d’etanol (C,HsOH) a acetaldehid (CH,CHO) s’anomena
deshidrogenacio de I'etanol, mitjangcant la molécula d’hidrogen (H,). Aquesta reaccio
€s una reaccié endotérmica, és a dir, que necessita energia externa en forma de
calor per portar a terme la reaccié quimica. La reacci6 quimica és molta senzilla i és

la seguent:

C:HsOH — CH:CHO + H.

En aquesta reaccio, tenim una molécula d’etanol (C.HsOH) que en aplicar calor

esdevé acetaldehid (etanal) i s'allibera hidrogen.

En la gran majoria de casos per fer aquesta reaccid s’usa preferiblement un
catalitzador metal-lic. Els catalitzadors més comuns sén metalls com coure (Cu),
plata (Ag), o oxids de zinc (ZnO). Aquests catalitzadors fan que s’acceleri la velocitat

de la reaccio, per tant, que trigui menys temps en completar-se.

Aquest procés treballa amb la base de qué els punts d'ebullicié i condensacioé de
I'etanol i I'nidrogen gas son molt diferents. Primer escalfen I'etanol a temperatures
molt elevades evaporant-se llavors entren en un reactor de llit fix i passen al

condensador, I'etanal passa a estat liquid i I'hidrogen que s’ha separat es manté en
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fase gas. Com que aquest hidrogen es manté en fase gas pot ser agrupat per fer-lo

servir en altres processos industrials. D’aquesta manera obtenim etanal.

Com he dit, és una reaccio endotérmica, el que fa que aquest procés es dugui a
terme a unes temperatures forca elevades, que oscil-len entre 250°C i 400°C,
depenent del catalitzador emprat. A més a més, també se sol incorporar la variant
de la pressid en aquest tipus de reaccions, encara que es pot fer a pressio
atmosférica, algunes industries opten per pressions baixes per evitar la formacié de

subproductes no desitjats.

En el cas que durant el procés s’arribessin a temperatures més altes o sota
condicions inadequades, es poden formar subproductes indesitjables, com I'éter
dietilic o I'acid acétic. Per aix0, és essencial controlar les condicions del procés i

utilitzar catalitzadors adequats que afavoreixin la selectivitat cap a I'acetaldehid.
2.8.1. Problemes mediambientals

La deshidrogenacié de I'etanol per produir acetaldehid a la industria es considera un
procés bastant net en comparacid6 amb altres processos d’oxidacié. De totes
maneres, presenta diversos reptes mediambientals:
> Consum energeétic: Aquest és el principal problema, aixd és pel fet que la
deshidrogenacio es realitza a temperatures molt elevades, entre 200°C i
400°C. En consequeéncia, per obtenir aquestes temperatures fa falta una gran
quantitat d’energia, que si ve de combustibles fossils fa que la petjada
mediambiental sigui molt elevada per culpa de I'alt consum. Per altra banda,
seria possible utilitzar energies renovables, us preguntareu, doncs si, pero el
problema és que per unes plantes industrials tan grans és molt complicat
poder complir tota la demanda energeética de la planta només amb energies
renovables.
> La desactivacio dels catalitzadors: El principal problema amb aixo és que els
catalitzadors poden patir desactivacions a causa de la formacié de “coque”
(acumulacions de carboni). En el cas que aix0 es produeixi, fa que es redueixi
I'eficacia del procés i, a més a més, en molts casos, genera residus que han
de ser tractats correctament. Per altra banda, també fa que s’hagi de gastar

més en catalitzadors per anar-los regenerant continuament.
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3. AREA D’ESTUDI

3.1. Programes informatics usats pel desenvolupament

del marc aplicat
3.1.1. pyMOL

El PyMOL és un visor molecular, per tant, podem veure tota mena de molécules en

3 dimensions. Entre elles, proteines i lligands.

Amb aquest enllag es pot descarregar aquesta aplicacié: pyMOL

Figura 38. Imatge de I'enzim amb els aminoacids amb forma de pals visualitzat en
el programa PyMOL. Font: PyMOL

Aqui presento alguns dels controls més basics del PyMOL. Aquests es troben a la
barra de la dreta, cada molécula té una barra d'eines amb les lletres A, S, H, L, C

(“Action, Show, Hide, Label, Color®). Ara mencionaré les que més faré servir:

> “Action” — “Delete object”. Serveix per a quan vull eliminar alguna de
les moléecules innecessaries.

> (Seleccionar atoms) “Action® — “Remove atoms®. Aquest control
només esta operatiu quan se seleccionen atoms amb el cursor i en el

cas que es vulguin eliminar.
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> “Action” — “Zoom®“. Aix0 serveix per ampliar i veure des de més a prop
una de les molécules o per alguns atoms seleccionats.

> “Show” — “As" — “Sticks“. S’usa per poder veure la molécula
seleccionada en forma de bastons.

> “Show” — “As“ — “Cartoon®. Serveix per veure la proteina en forma
com si fos un “dibuix”. Quan s’obre un fitxer d’'una proteina aquesta
visualitzacio surt com a predeterminada.

> “Show" — “As“ — “Surface”. Aquest meétode de visualitzacié permet
veure la proteina amb la forma que té vist des de fora, és a dir, la seva
superficie, d’aquesta manera es pot veure I'espai que ocupa.

> “Hide* — “Everything®. Serveix per amagar aquella molécula o part
seleccionada, d’aquesta manera pot ser més facil veure les coses.

> “Label* — “Element symbol“. Serveix perqué la molécula o els atoms
seleccionats mostrin cadascun dels seus elements quimics (C,0,H,N).

> “Label* — “Residue name®. Serveix perque la molécula seleccionada o
atoms seleccionats mostrin quin és el seu “nom”, és a dir, quin és el
tipus d’aminoacid.

> “Label* — “Residue identifier. Aquest és un identificador d’aminoacids,
com que tots estan numerats, aquest control et diu quin és el numero
identificador d’aquell aminoacid.

> “Color”. Aquest serveix per si es vol canviar el color d’alguna seccié o

de la molécula sencera.

Figura 39. Imatge on es mostra que cada molécula (proteina i lligand) tenen una
barra d’eines. Font: PyMOL
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Aquest programa té infinitat d’altres controls i opcions per fer tot el que vulguis amb

la molécula.

visualitzacio:

>

Aquests son alguns dels controls més utils, sense contar els de

“File — “Open.“ Aquesta és la forma de poder obrir arxius i treballar
amb ells al programa PyMOL.

“File — “Export Structure“ — Export Molecule. Serveix per a quan es
vol exportar el que has fet al programa, seria com guardar-ho.

“Wizard — “Pair Fitting“. D’aquesta manera podem moure un substrat
que acabem de crear i situar-lo perfectament en el centre actiu de
'enzim substituint pel que hi havia anteriorment (mitjancant una
alineacio dels atoms).

‘Wizard — “Mutagénesis® — Proteina — Escolli. Amb aquesta
instrucci6 podem mutar els aminoacids, escollint els que volem
substituir i quins volem posar-hi.

(Mode “3 bottons editing”) Ctrl + Bot6 dret — Boto esquerre per moure.
Aixi podem rotar els aminoacids mutats i no mutats les vegades que
vulguem.

“Plugin — “APBS electrostatic®. Aixi i introduint un fitxer APBS podem
veure la molécula completa amb les seves carregues, de color blau si
té carrega positiva i vermell si té carrega negativa.

“‘Display“ — “Background®. Serveix per canviar el color de fons de la

pantalla.

Figura 40. Enzim amb les carregues, blau positiu i vermell negatiu. Font: PyMOL.
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3.1.2. gVim

Aquesta aplicacio serveix per modificar el codi d’alguns arxius, és a dir, fa la funcio

del terminal de Windows.

Utilitzar aquest métode té molts beneficis, perd alhora és molt dificil de dominar.

Aquest és un dels controls fonamentals:

> Clicar “I”. Serveix per entrar en el mode d’edicié del codi i d’aquesta manera

modificar tot el que vulguem. Per sortir d’aquest mode, s’utilitza la tecla “Esc”

Amb aquest enllag es pot descarregar aquesta aplicacié: gVim

',5,4 1agn.pdb (~\Downloads) - GVIM
File Edit Tools Syntax Buffers Window Help

ARRE|9 @ B ABRRB(SSA[TAS ?
HEADER OXIDOREDUCTASE B4-JUN-26 1AGH
TITLE X-RAY STRUCTURE OF HUMAN SIGHA ALCOHOL DEHYDROGENASE

COMPND  MOL_ID: 1
COHPND 2 WOLECULE: HUMAN SIGHA ALCOHOL DEHYDROGEMASE;
COWPND 3 CHAIN: A, B, €, D;

COHPHD 4 SYNOMYH: SIGHMA ADH;

COMPND 5 EC: 1.1.1.1;

COMPHD 6 ENGINEERED: YES;

COMPND 7 OTHER_DETAILS: THE STRUGTURE CONTAINS OME HAD+ PER SUBUNIT
SOURCE  MOL_ID: 1

SOURCE 2 ORGANISHM_SCIENTIFIC: HOHO SAPIENS;

SOURCE 3 ORGAHISH_COMMOM: HUMAN;

SOURCE 4 ORGANISH_TAXID: 9604;

SOURCE 5 ORGAH: STOMACH;

SOURCE 6 GENE: HUMAN SIGHA CDNA (ADH7);

SOURCE 7 EXPRESSION_SYSTEM: ESCHERICHIA COLI:

SOURCE & EXPRESSION_SYSTEM_TAXID: 562;

SOURCE 9 EXPRESSION_SYSTEM_PLASHMID: PKK223-3;

SOURCE 10 EXPRESSION_SYSTEM_GENE: HUMAN SIGHA CDNA (ADH7);
SOURCE 11 OTHER_DETAILS: PURCHASED FROH BOERINGER MAHNHEIM (INDIANAPOLIS, IM)
KEYWDS  DXIDOREDUCTASE

EXPDTA  X-RAY DIFFRACTION

AUTHOR  T.D.HURLEY,P.XIE

REUDAT 3  07-FEB-24 1AGN 1 REMARK LINK

RFIINAT 2 2u-FFR-A9 1aCN 1 HFRSH

Figura 41. Imatge d’'un arxiu visualitzar amb el programa “gVim”. Font: gVim.

3.2. Webs necessaries pel desenvolupament del marc
aplicat

3.2.1. Protein Data Bank

Aquesta és la web que funciona com la biblioteca de proteines. Aqui puc trobar totes
les estructures tridimensionals conegudes de proteines i acids nucleics. Aquesta
web és molt important perque permet descarregar arxius que contenen els models

tridimensionals de les proteines en format .pdb.

Amb aquest enllag puc accedir a aquesta web: Protein Data Bank
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RCSB PDB  Deposit + Search ~ Visualize + Analyze + Download ~ Leam ~ About~ Documentation v Careers COVID-19

‘ MyPDB v ‘

Contact us

R Display Files v~ ® Download Files v [iR=JoEteV\]
‘ 1AGN

X-RAY STRUCTURE OF HUMAN SIGMA ALCOHOL DEHYDROGENASE

PDB DOI: htips://doi.org/10.2210/pdb1AGN/pdb

Classification: OXIDOREDUCTASE
Organism(s): Homo sapiens
Expression System: Escherichia coli
Mutation(s): No @

Deposited: 1996-06-04 Released: 1997-03-12
Deposition Author(s): Hurley, T.D., Xie, P.

Experimental Data Snapshot

WwPDB Validation @

© 3D Report | Full Report

Method: X-RAY DIFFRACTION Metric Percentile Ranks Value
. Resolution: 3.00 A Riree 0 S (276
© Explore in 3D: Structure | Sequence Annotations R-Value Free: 0.305 P— 1 o
| Electron Density | Validation Report | R-Value Work: 0.225 —
Ligand Interaction (NAD) R.Value Observed: 0225 Ramachandran outliers — 7%
Sidechain outliers S— 1%
Global Symmetry: Cyclic - C2 @ (Explore in 3D) RSRZ outliers I 0.1

Global Stoichiometry: Homo 2-mer - A2 @

Find Similar Assemblies
Ligand Structure Quality Assessment @

Worse 0 IS o — 1 Getter

Ligand structure goodness of fit to experimental data

Biological assembly 1 assigned by authors and
generated by PISA (software)

Figura 42. Imatge de I'enzim 1AGN al PDB. Font: web PDB.

3.2.2. DIY-molecules: build your own molecule

Aquesta és una web que permet formar lligands.

Amb aquest enllag¢ puc accedir: DIY-molecules: build your own molecule

+ move the model using your mouse

Draw here your molecule in 2D: =
XK OON T >

«n
I 3 e
e B[R

¥

(%)

oC
©N
©0

oCl
©Br

JSME Molecular Editor by Peter Ertl and Bruno Bienfait »
Give it a name: |name of the molecule
Transfer \ to the right-hand panel (H atoms will be added)

the structure in 3D. (Several times may be needed; help)

Observe the molecule in 3D on the right-hand panel.

©oP

Oadvanced options (help)
JSmol modality: ® HTML5 O WebGL O Java

A You can also get 3D structures typing their name in English: |type and press Enter or the button =»# and then you
£
may | transfer to 2D |, for example to add some modifications.

ing this application, please contact the author. @ Versién en espafiol ¢ Version francaise

DIY-molecules: build your own molecule

Figura 43. Imatge de la web “DIY-molecules: build your own molecule”. Font:

DIlY-molecules: build your own molecule”
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3.2.3. De .pdb a .pqgr

Els arxius .pdb i .pgr sén dos arxius molt importants i indispensables per fer aquest
treball. Son arxius que fan possible que veiem les molécules en tres dimensions, és

a dir, que soén els arxius que guarden les molécules.

Els dos arxius tenen es diferencien per algunes caracteristiques. Per una part, els
documents en format .pdb no tenen incorporades les carregues de la proteina, el
radi ionic de cada atom i els hidrogens, és a dir, falten algunes informacions

fonamentals dels atoms. Per altra banda, els arxius .pqgr si tenen tot aixo.

Aquesta web l'inica cosa que fa és transformar els arxius .pdb en .pqr, és a dir,
afegir algunes informacions que manquen. La web ha estat creada per

poissonboltzmann.org.

Amb aquest enllag puc accedir a aquesta web: Transformacio de .pdb a .pgr

sols / PDB2PQR Job Configuration

Q PDB2PQR Configuration

PDB Selection
+ PDB Source

LWEIDI  Upload a PDB file

* Please upload a PDB file

&L Select File

pKa Options
pH: 70

No pKa calculation
@ Use PROPKA to assign protonation states at provided pH
Forcefield Options
Please choose a forcefield to use

CHARMM = PEOEPB ~ PARSE ~ SWANSON  TYLO6 = User-defined Forcefield

Please n output naming scheme to use

e WUEIZSM CHARMM  PARSE  PECEPB | SWANSON  TYLOG

Figura 44. Imatge de la web de transformacié de PDB a PQR. Font:

poissonboltzmann.org
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3.24. APBS

Aquesta web ha estat creada per poissonboltzmann.org i una de les funcions que té

és que permet calcular I'energia d’'unié entre una proteina i el substrat, és a dir,
calcula com de bé s’integren entre les dues molecules. Més endavant, en I'apartat

de termodinamica parlaré de com es fa el calcul.

Amb aquest enllag puc accedir a aquesta web: APBS

APBS Job Configuration

© ~Pas Configuration

L Input

Choose the APBS input file

&, Upload APBS input file

Upload supporting files for the APBS input file above

Figura 45. Imatge de la web de poissonboltzman.org. Font: poissonboltzmann.org
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4. MARC APLICAT

En el marc aplicat d’aquest treball faré una introduccié al sistema de visualitzacio i
modificacié de proteines a través d’eines digitals i de modelitzacié, mutant enzims

per reduir I'energia d’unio.

4.1. Termodinamica

Primer vull parlar una mica de la termodinamica, que és en el que es basen els

meus calculs i crec que és important explicar com funcionen.

41.1. Sistemes termodinamics

Un sistema termodinamic es defineix com la part de l'univers objecte d’estudi,
posant exemples, podrien ser, una cél-lula, una persona, I'atmosfera terrestre, la
barreja d’'una benzina...
Un sistema podria estar separat de la resta de l'univers (voltants del sistema), és a
dir, que esta separat per unes parets reals o imaginaries.
Hi ha diferents tipus de sistemes termodinamics:
> Sistema aillat: En aquest no s’intercanvia ni matéria ni energia amb els
voltants.
> Sistema tancat: En aquest s’intercanvia energia (calor i treball) amb els
voltants perd no matéria.
> Sistema obert: Es aquell sistema que intercanvia matéria i energia amb els

voltants.

) Enfrgia
. ( _Eﬁergla o L __materia
. Sistema '@ - Sistema &~ Sistema ' )
. aislado .~ ' cerrado_- " abierto 7
Alrededores b

Figura 46. Imatge dels tres tipus de sistemes termodinamics. Eont
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4.1.2. Entalpia i entropia

Aquests sén dos conceptes termodinamics sén molt importants i ara explicaré.

4.1.2.1. Entalpia

Aquesta propietat representa la quantitat total d’energia interna d’un sistema, tenint
en compte I'energia cinética i potencial de les particules i també contant I'energia

associada als enllagos quimics dels seus components. La seva unitat son els Jules

().
La férmula per poder calcular I'entalpia és:
H=U+PV
On H — entalpia, U — energia interna, P — Pressio, V — Volum del sistema

4.1.2.2. Entropia

Aquesta és una altra propietat, perd que mesura el grau de “desordre” o aleatorietat
d’un sistema termodinamic, podriem dir que és una forma per mesurar la distribucio

de I'energia dins d’un sistema.

4.1.3. Lenergia lliure de Gibbs

L'energia lliure de Gibbs, representada amb una G, és una magnitud termodinamica
que mesura la quantitat de treball util que pot realitzar un sistema a pressio i
temperatura constants. Aquesta energia de Gibbs combina I'entalpia i I'entorpia, que

son les propietats que he mencionat anteriorment, i també la temperatura.
L’energia lliure de Gibbs es pot definir mitjangant aquesta equacio:
G=H-TS

On G — Energia lliure de Gibbs, H — Entalpia del sistema, T — Temperatura (k)

S — Entropia del sistema.

A més a més, un dels factors més importants d’aquesta magnitud és que serveix per

predir 'espontaneitat d’'un procés o no, és a dir, si necessita energia externa o no.
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Si AG<O0: el procés és espontani i pot passar sense aportacié d'energia externa.
Si AG>0: el procés no és espontani i requereix energia externa per succeir.

Si AG=0: el sistema esta en equilibri i no hi ha cap canvi net.

41.4. Cicle termodinamic

Un cicle termodinamic sén una seérie de processos en el que un sistema

experimenta una série de canvis en les seves propietats termodinamiques (T, P, V).

La web que he mencionat anteriorment i que és la que utilitzaré per fer el calcul,
empra l'equacié que esta definida a la figura 47 per obtenir I'energia d’'unié. Aquesta
energia d'unié s'avalua segons l'energia de la transferéncia des d'un entorn
dielectric homogeni cap a un entorn dielectric inhomogeni, amb constants
dieléctriques diferents per l'interior i I'exterior de la proteina, basat en I'energia lliure
de Gibbs.

Aquesta web fa el calcul de I'energia d’'unid, perd he de mencionar que és un calcul
aproximat, és a dir, que no es fa de forma extremadament precisa. El calcul és
estatic, és a dir, sense moviment de les proteines, i no dinamic. El motiu de qué no
faci un calcul dinamic, simulant el moviment de les proteines, és perqué encara que
seria molt més precis, si ho fes amb totes les variables, tenint en compte els
coenzims, el moviment de les proteines o altres factors, faria que aquest calcul fos
massa complex donant lloc a qué si s’executés amb un ordinador convencional,
podria trigar mesos o anys a fer el calcul, i per fer-ho en menys temps s'hauria

d’emprar un superordinador, del qual no disposo.

coulombic

@

AG AG

solvation,ligand

¥

solvation,complex solvation,protein

AG

AGbmdmg binding AGe\e(lruslatic,mmplel_ AGE\enmstahc,Ligand - AGelec(ros(allc,prntem

Figura 47. Imatge del cicle termodinamic. Font
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4.2. Procés general de les mutacions

4.2.1. Preparacio de I'enzim i el lligand

Ara prepararé I'enzim i el lligand en el programa informatic per a poder treballar i fer
el marc aplicat. Aquest procés només s’ha de fer una vegada, que és aquesta, la de
la preparacié i com que guardaré tots els arxius que preparem, ja els tindré per a

guan els necessiti.
Pas 1:

Primer de tot he de comencgar amb la preparacié de la proteina i el lligand per a
poder portar a terme els calculs. Jo utilitzaré 'enzim 1AGN i el lligand etanol i el

lligand acid 4-aminofenilacétic (Figura 57).

El primer que he fet és anar a la pagina web del “Protein Data Bank” i localitzar el
meu enzim, que és l'alcohol deshidrogenasa 1 AGN. Un cop alla he descarregat el

model de la proteina en format .pdb.

RCSB PDB Deposit + Search ~ Visualize ~ Analyze ~ Download ~ Leam ~ About ~ Documentation ~ Careers COVID-19 | MyPDB ~ ‘ ‘ Contact us

- -] 224,201 Struct. he PDB
I)DL) a - 3D Stuctures @ | Enter search termys), Entry ID(s), or sequence e n
PROTEIN DATA BANK [by 1,068,577 Com
Models (CSh
¢h | Browse Annotations s

SPDB fonaes: BNAKB (g2 ©PDB-Dev [ 6v @ Oin|

Structure Summary Structure Annotations Experiment Sequence Genome

< Biological Assembly 1 @ )

W Display Fies @ Download Files

FASTA Sequence
B 1AGN
PDBx'mmCIF Format

X-RAY STRUCTURE OF HUMAN SIGMAALCO} i §
PDBYmMmCIF Format (gz)

PDB DOI: hitps:/idol.org/10.2210/pdb1AGN/pdb BinaryCIF Format (g2)

Glassification: OXIDOREDUCTASE

Organismis): Homo sapien: —
Expression System: Escherichia co S—

Mutation(s): No @

Deposited: 1996-06-04 Released: 1987-03.12 POBMLANIL Format (g2,
Deposition Author(s): Hurley, T.D., Xie, P.
Structure Factors (CIF)
Experimental Data Snapshot WWPDB VI Sycture Factors (CIF - g2) <

Method: X-RAY DIFFRACTION

© Explore in 3D: Structure | Sequence Annotations R-Value Free: 0,30
Electron Density | Validation Report R-Value Work: 0.225 -
igand Interaction (NAD) R-Value Observed: 0.225

it

Figura 48. Pagina web del Protein Data Bank en la que descarrego I'enzim
1AGN en format .pdb. Font
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Pas 2:

Un cop descarregat necessito el terminal de I'ordinador per poder veure el codi de
I'arxiu, no obstant aixd, com que no em funcionava gaire bé perqué tinc un ordinador
Windows, he instal-lat un programa que fa la mateixa funcié, anomenat “gVim”. En el
meu cas he descarregat en el format per 64 bits, que és el format del meu ordinador.

Vim development for features the Vim boock Uganda  Vim

T - s e cea |

notlogged in (login) Downloading Vim

Vim is available for many different systems and there are several versions. This page will help you decide what to download.

ar.

Most popular:

Home Recent and signed MS-Windows files are available on the vim-win32-installer site
Advanced search The current stable version is gyim_9.1,0000_x64 exe (B4bit installer) and gyim_9.1.0000_x86 exe (32bit installer).
About Vim Azip package (32bit and 64bit) is also available: gvim_9.1.0000_x86 zip and gvim_9.1.0000_x64 zip
News Signed MS-Windows builds are available from the win-win32-installer site:
Sponsoring

- guim_9.1.0 x86_signed.exe (32bibin

aller
Docmauatial + gvim_9.1.0 x64_signed exeffE4bit installeT])
fownoad + guim 9107466 signed zip (37OMPPACTage)
Vim from GitHub m 0_x64_signed.zip (64bit zip package)

. g

Winget packages are also available: vim.vim (stable) and vim.vim.nightly (nightly builds)
Unix: See the GitHub page, or Mercurial, if you prefer that. There is also an Appimage which is build daily and runs on many Linux systems.
Mac: See the MacVim project for a GUI version and Homebrew for a terminal version

- Details and options for:

« Unix

+ PC: MS-| nd MS-Win
+ Amiga
.
+ Macintosh
« Others
Note
Mirrors Alternative sites to download Vim files from.
Vim 8.1 has been released
Many people are happily Sources Build Vim yourself and/or make changes.
ing Vim without any
problems. Nevertheless, the | GitHub ‘Obtain Vim sources with a git client (recommended).

Figura 49. Imatge de la pagina de descarrega del programa gVim. Font
Pas 3:

Quan he descarregat I'aplicacio he obert el meu enzim amb aquesta aplicacio, aixo
ho he fet anant a on tenia I'arxiu de I'enzim, jo el tenia a les baixades, i després I'he
obert amb el programa que acabo de descarregar, que és el que esta destacat a la

figura 50.

G . > Baixades

B ® W T Ordeney = Visualitzeu (0 Detalls

1agnpdb 7/9/2024 2030 Fituer PDB 1008 k8

A d oy 0o @ W
T8 gvim_8.1.0 64 signec

fie Obreamb Enter W Vi Improved - A Text Editor .
# Comparteix B Cerca a la Microsoft Stare
V7 Afegeix-lo a Preferits Tria una altra aplicacic

D Comprimei a.
@ Copiacom a cami

22 Propietats
B CEdita-ho ala Llibreta

B3 Mostra més opcions

Figura 50. Imatge de la seleccié de 'enzim 1AGN a la carpeta de baixades. Font:
Explorador de fitxers de Windows
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Un cop he obert 'arxiu, tot es veu com a la figura 51, on puc veure moltes de les
caracteristiques d’aquest enzim, que son les mateixes dades que hi ha a I'arxiu
.pdb. De totes maneres, el que a mi m’interessa sén les dades que hi ha més a baix,

on a l'esquerra posi “atom”.

# 1agn.pdb (~\Downloads) - GVIM
File FEdit Tools Syntax Buffers Window Help

aERE e @ BlaRR(ssa[T@al?
HEADER OXIDOREDUCTASE 04-JUN-96 1RGN
TITLE X-RAY STRUCTURE OF HUMAN SIGHMA ALCOHOL DEHYDROGENASE

comPND  MOL_ID: 1:
COMPND 2 MOLECULE: HUMAN SIGHA ALCOHOL DEHYDROGENASE;

COMPND 3 CHAIN: A, B, C, D;

COMPND 4 SYNONYM: SIGHA ADH:

COMPND 5 EC: 1.1.1.1;

COMPND 6 ENGINEERED: VES;

COMPND 7 OTHER_DETAILS: THE STRUGTURE CONTAINS ONE NAD+ PER SUBUNIT
SOURCE HOL_ID= 13

SOURCE 2 ORGANISM_SCIENTIFIC: HOMO SAPIENS:

SOURCE 3 ORGANISH_COMMON: HUMAN;

SOURGE “ ORGANISM_TAXID: 9606 ;

SOURCE 5 ORGAN: STOMACH;

SOURCE 6 GENE: HUMAN SIGHA CDNA (ADH7);

SOURCE 7 EXPRESSION_SYSTEM: ESCHERICHIA COLI:

SOURGE 8 EXPRESSION_SYSTEM_TAXID: 5625

SOURCE O EXPRESSION_SYSTEM_PLASMID: PKK223-3;

SOURCE 16 EXPRESSION_SYSTEM_GENE: HUMAN SIGMA CDNA (ADH7):

SOURCE 11 OTHER_DETAILS: FROM HANNHETH 1S, 1)
KEYWDS OXIDOREDUCTASE

EXPDTA X-RAY DIFFRACTION

AUTHOR T.D.HURLEY,P.XIE

REUDAT 8  O7-FEB-24 1AGN 1 REMARK LINK
REUDAT 2  24-FEB-09 1AGN 1 UERSN

REUDAT 1 12-MAR-97 1AGN

JRNL AUTH  P.XIE,S.H.PARSONS,D.C.SPECKHARD,\.F .BOSRON,T.D.HURLEY
JRHL TITL  X-RAY STRUCTURE OF HUMAN CLASS IV SICHASIGHA ALCOHOL

JRNL TITL 2 DEHYDROGENASE. STRUCTURAL BASIS FOR SUBSTRATE SPECIFICITY.
JRNL REF  J.BIOL.CHEM. U. 272 18558 1997

JRNL REFN ISSN 0021-9258

Figura 51. Imatge de les dades de I'enzim visualitzades amb el programa gVim.
Font: gVim

Pas 4:

Un cop he trobat la zona que posa “atom” a la columna de I'esquerra, sé que he
arribat a la part de I'arxiu on aquestes dades de tots els atoms son les que realment
conformen cada atom del meu enzim. Aqui puc veure cada atom que conforma cada
aminoacid amb totes les seves dades, d’esquerra a dreta, primer hi ha el numero de
I'atom, després quin element quimic és, la seguent columna és de quin aminoacid
forma part aquell atom, la seguient és una lletra sola i correspon a quin domini forma
part (A,B,C,D), la posterior indica quin és el niumero de I'aminoacid del qual forma
part aquell atom, les seguents tres columnes sén les coordenades d’aquell atom, la
penultima indica durant el temps de la creacio del model 'atom ha estat tot el temps

en el seu lloc o no i I'Ultima no la faré servir.

Perqué el model funcioni correctament m’he d’assegurar que no hi hagi aminoacids
de doble conformacid, aixo vol dir que en el moment que van crear el model alguns
atoms que no estaven del tot fixats, es movien, i en diferents moments tenien unes
coordenades desiguals. Per trobar-los m’he assegurat que en la penultima columna
sempre posi “1,00” que vol dir que esta completa i que no s’ha mogut. Com que he

comprovat que no hi ha cap aminoacid de conformacio puc continuar endavant.
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‘H Tagn.pdb (~\Downloads) - GVIM
File Edit Tools Syntax Buffers Window Help

ARBR&E |9 @ BBERESSATHC ? 2
ATOM 62 C LYS A 18 6.833 F. 781 1.338 1.80 19.62 C
ATOH 63 0 LYS A 18 6.819 6.989 1.731 1.88 19.62 1]
ATOH 64 CB L¥YS A 18 4. 457 6.897 -8.386 1.88 19.62 H
ATOM 65 C6 LY¥YS A 18 3.806 6.987 -1.768 1.80 19.62 4
ATOH 66 CD L¥YS A 18 3.855 8.387 -1.972 1.88 19.62 H
ATOM 67 CE LY¥YS A 18 2.224 8.288 -3.245 1.80 19.62 Cc
ATOM 68 HNZ L¥S A 18 1.181 9.348 -3.235 1.808 19.62 ;]
ATOH 69 M ALA A 11 5.458 8.659 2.158 1.88 19.62 H
ATOM 78 CA ALA A 11 L.722 8.698 3.581 1.80 19.62 C
ATOH 71 C ALA A 11 4.566 9.335 4.352 1.88 19.62 H
ATOH 720 AL A 1 4.1 10.364 3.946 1.88 19.62 1]
ATOM 73 CB ALA A 11 7.a18 9.471 3.868 1.88 19.62 4
ATOH 74 M ALA A 12 4.233 8.74% 5.493 1.88 19.62 H
ATOM 75 CA ALA A 12 3.166 9.255 6.338 1.88 19.62 Cc
ﬂTl]M ¥ C ALA A 12 3.749 18.399 7F.165 1.88 19.62 4
ATOH 770 ALA A 12 4.869 18.231 8.341 1.88 19.62 1]
ATOM 78 CB ALA A 12 2.647 8.143 7F.236 1.80 19.62 C
ATOH 79 H UAL A 13 3.926 11.553 6.535 1.88 19.62 N
ATOH g8 CA VAL A 13 4.583 12.688 7.242 1.88 19.62 H
ATOM 81 C vaL A 13 3.582 13.239 8.253 1.88 19.62 4
ATOH g2 0 UAL A 13 2.297 12.991 8.155 1.88 19.62 1]
ATOM 83 CB VAL A 13 4.974 13.812 6.278 1.88 19.62 Cc
ATOM 84 CB1 UAL A 13 G.835 14.831 7.089 1.88 19.62 4
ATOH 85 CG2 VAL A 13 G.788 13.214 5.134% 1.88 19.62 H

Figura 52. Imatge del fitxer de I'enzim visualitzat amb el programa gVim on es

veuen tots els atoms de la proteina. Font: gVim.

Pas 5:

Un cop m’he assegurat que no hi ha cap aminoacid de doble conformacié he
d’observar totes les dades que he vist anteriorment amb un programa que interpreti
les dades i les mostri en tres dimensions, aixd ho faré amb el programa PyMOL.
Aqui puc veure la cadena completa de la proteina, clarament es poden veure els
quatre dominis de I'enzim. També puc observar metalls (que son les esferes grises),

hi ha el NAD" i algunes altres molécules. Tot aix0 es pot veure a la Figura 53.

B3 pymoL - e X
File Edit Build Movie Display Setting

» Residues v D

Figura 53. Imatge de I'enzim sense cap canvi. Font: PyMOL
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Pas 6:

Com que sé que els quatre dominis de I'enzim tenen la mateixa funcio, és a dir, un
centre actiu, una estructura..., per simplificar-ho, he decidit treballar només amb un
domini de I'enzim. Per fer-ho, necessito esborrar els altres 3 cadenes, per fer-ho
utilitzaré el codi “select chain B” i després I'esborro, i aixi amb les tres cadenes, fins

gue quedi només la cadena que vull, la A.

B pymoL = =) X

Figura 54. Imatge de la cadena A de I'enzim. Font: PyMOL.

Pas 7:

Ara el que he de fer és esborrar els ions acetat que son els substrats que hi havia al
model, que no els necessito, excepte el que esta al costat d’'un grup Zn* i conforma
el centre actiu, que I'usaré com a referéncia. Per altra banda, també he d’esborrar

els grups Zn* que hi hagi menys el que estigui al centre actiu.

y Setting Scenes Mouse Wizard Plugin Help

nt  Rock  Presets...

Figura 55. Imatge de la cadena A de I'enzim. Font: PyMOL.
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Pas 8:

Posteriorment, he format els dos lligands que utilitzaré, en format .pdb. Per una
banda, he format un etanol, que és el substrat natural del meu enzim i, per altra
banda, he format I'alcohol precursor de I'acid 4-aminofenilacétic que és l'altre que

usaré.

Figura 56. Imatge de [letanol. Figura 57. Imatge de I'alcohol precursor

Font: PyMOL. de I'acid 4-aminofenilacétic. Font: PyMOL.

Pas 9:

Seguidament, he inserit els dos lligands amb I'enzim en dos arxius Pymol diferents.
Com que al principi no se situen automaticament al centre actiu he d’utilitzar I'eina
Pair Fitting per situar-lo exactament on ha d’estar. Per poder situar-los al centre actiu
de l'enzim he agafat de referéncia I'i6 acetat que havia deixat i I'he situat

perfectament gracies a I'eina Pair Fitting, substituint 'un per I'altre, en els dos arxius.
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Figura 58. Imatge de I'enzim amb el Figura 59. Enzim amb el lligand de I'alcohol
lligand etanol. Font: PyMOL. precursor de I'acid 4-aminofenilacétic. Font:
PyMOL.
Pas 10:

Un cop he situat cada lligand al seu lloc, he esborrat la part de 'enzim i he exportat
els dos lligands anant a “File”, “export Structure” i “Export Molecule”. Una vegada
exportats vaig necessitar la meva tutora de la Facultat de Quimica que va
determinar les carregues del lligand (s’ha d’usar un programa de pagament). Un cop

fet me’l va tornar a enviar i el vaig tornar a situar a I'enzim.

B pymoL

(MW Edit Build Movie Display Setting Scenes Mouse Wizard Plugin  Help

New Window (Default)
New Window -k}

Open...
Open Recent..
Get PDE...

Save Session
Save Session As.

Export Image As

»

Export Movie...

Export Structure... *
\ ey

Lag File
Run Script...
Warking Directory

Export Alignment...

Edit pymiolre

Reinitialize
Quit

Figura 60. Imatge en el moment d’exportar la molécula d’etanol. Font: PyMOL.
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Pas 11:

Un cop he tornat a inserir els dos lligands he decidit esborrar el NAD* perque
d’aquesta manera puc estalviar calculs, ja que si no fos aixi es complicarien molt els
calculs i en ser un model estatic, no afectara molt en els resultats, de totes maneres
si el deixés, seria una feina massa complicada per un ordinador convencional. A

més a més, també he esborrat el Zn* per simplificar el sistema.

Figura 61. Imatge de I'enzim amb el lligand. Font: PyMOL.

Pas 12:

Ara que ho tinc tot, tinc la proteina sense carregues i en format .pdb, ho he de
passar de format .pdb a .pgr, és a dir, afegir les carregues de la proteina, el radi
ionic de cada atom i els hidrogens, tenint en compte que treballaré amb un pH de 7,
és a dir, neutre. Per fer-ho utilitzaré una pagina web, amb la configuracié que he
posat a la figura 62, el que he hagut de fer és pujar el fitxer en pdb. i que m’ho

transformi a .pqr.
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PDB Selection

+PDB Source

(SN Upload a PDB fie

* Please upload a PDB file
&, Select File

EtOH pdb

For continued support of this server, please register your use of ths software:

pKa Options

pH: 70

reefleld to use

ARMM | PEOEPB = PARSE ~ SWANSON  TYLOG  Userdefined Forcefield

Please choose an output naming scheme to use

mematnaming scheme [JENEER CHARMM | PARSE | PEOEPS | SWANSON | TvLos

Remove the waters from the output file

Figura 62. Imatge de la web. Font

Pas 13:

Quan tinc la proteina i els lligands en format .pgr he unit els dos lligands amb la seva

proteina per separat al Pymol i he exportat cada sistema com anteriorment.

Figura 63. Imatge de I'enzim i el lligand amb els hidrégens. Font: PyMOL.
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Pas 14:

Ara ja és quan he de fer el calcul de I'energia d'unid, per fer-ho necessito (tot en
.pqr) el lligand, I'enzim i un arxiu amb els dos junts. A més a més, també necessito
un fitxer d’input que sigui el que li digui a la web el que ha de llegir i com. Per
crear-lo he agafat una plantilla que m’han facilitat i he modificat amb el “gVim” una
part perque llegeixi el que jo vull, aixd consisteix a posar el nom de I'arxiu que ha de
llegir, perqué el pugui identificar, aixd s’ha de fer a la part de dalt i a l'inici dels tres
paragrafs.
## APES.in (~\OneDrive\DocumentsiTreball de Recerca\Models\Mode! 4\0\Lligand 1) - GVIM

File Edit Tools Syntax Buffers Window Help
e & B AR HSATEO? R

ghnplex

# BALAHOL ENERGY CALCULATION

dine 97 97 9

8 Grid dimensions
cqlen 70 78 70 B Coarse grid lengths
egqeent mol 3 ® Coarse grid centered an the complex
fglen 16 16 16 # Fine grid lengths
Fgeent mol # Fine grid centered on the complex
mal 1
1pbe # Linearized PB
befl sdh # Honopoele boundary condition
ion 1 D.0OR 2.0 ® Zero ionic strength
B ion -1 v.owo 2.0
pdie 2.0 # Solute dielectric
sdie 78.00 # Solvent dielectric
chgn spl@ # Linear charge discretization
srfm smol # Spoothed molecular surface
srad 0.8 # Solvent probe radius
swin 8.3 ¥ SurFace spline window (nat used)
sdens 10.0 ® Sphere density
tenp 208.15 # Temperature
gan 185 # Surface tension (not used)
calcenergy total
calcForce no

|-]I'\ # PROTEIN KINASE A CALCULATION

dine 97 97 97
cqlen 70 78 70

cgeent mol 3
fglen 16 16 16
Fgcent mol 1

chgm sp10
sPEm sRol
srad 6.0
swin 8.3
sdens 10.0
tenp 29815
ganna 0.105
calcener gy total
calcForee no

end

ele B COMPLEX CALCULATION

Figura 64. Imatge del fitxer input. Font: gVim.

4.2.2. Mutacio i calcul a la web

Aquesta és la part en la qual faré les mutacions dels enzims i les introduiré a la web
perqué pugui fer-me el calcul pertinent. A diferéncia de l'altre punt, aquest procés
'hauré de comencgar des de zero cada vegada que vulgui fer una mutacio, perd com

que és sempre igual I'ha explicat de la forma general.

A 'hora de posar el numero del pas he decidit continuar amb I'ordre de la secci6

anterior.
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Pas 15:

Aquest és el pas de les mutacions, com que és un pas en el qual faré diverses
modificacions les explicaré més endavant, perd en el procés general seria com si

anessin en aquest pas 15.
Pas 16:

Un cop tinc 'enzim amb les mutacions que vull introduir he de passar-ho per la web
per fer el calcul. Per fer-ho, primer, he d’eliminar el lligand, ja que només l'estava
utilitzant per orientar-me. Per fer-ho he d’anar al menu del lligand i clicar a “Actions” i

després a “delete object”.

,,!'

Py

Figura 65. Imatge en el moment de I'eliminaci6 del lligand. Font: PyMOL.

Pas 17:

Un cop he eliminat el lligand necessito exportar la molécula, que en veritat és

I'enzim sol amb les mutacions que hagi fet.
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[AEN Edit Build Mc

New Window (Default)

New Window (-k)

Open..
Open Recent...
Get PDB...

Save Session

Save Session As...

Export Image As
Export Movie...
Export Structure...

Log File

Run Script...
Working Directory
Edit pymolrc
Reinitialize

Quit

] Export Molecule...
, "

Export Alignment..

=~ \

T

4/

ks

N

R

-

Y

A} '
i h

Figura 66. Imatge en el moment d’exportar 'enzim mutat. Font: PyMOL.

Pas 18:

Un cop exporto la molécula escullo una carpeta on la vull guardar i €s molt important

guardar I'arxiu amb el nom de proteina sense errors i en formar .pqr, que és el que

ensenyo a la figura 67.

Organitza =
% Inici

Ej Galenia

Crea una carpeta

Nom

» o Bernat - Persona

il Escriptori

i Baixades

o

»

& Documents #

Il
]

Estat Data de modificacid Tipus

Mo hi ha cap element que coincideixi amb |a cerca,

Options Multi-File

Nom del fiteer: | proteina

teording to “rank®)

w

Tipus de fiteer: [PDBM’rnmCIF {*cif *.cif.gz)

A Amaga les carpd

PDBEx/mmCIF (*.cif *cif.gz)

T gl b.07)
#PaR (-,

"7|MDL 5D (*sdf *mol)
Maestro (*.mae)
MacroModel (* mmd *.mmod *.dat)
ChemPy Pickle (*.pkl)
XYZ (*xy2)
MMTF (*.mmtf)
Bv Extension ()

Figura 67. Imatge del moment de guardar el document de la proteina. Font:

PyMOL.
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Pas 19:

Un cop he guardat la proteina, com que ja tenia el lligand i el fitxer APBS de la
preparacio el que em falta és el complex (proteina i lligand en un mateix arxiu), per
fer aixd entro al PyMOL i obro el fitxer del lligand i el de la proteina a la vegada de la

carpeta on ho havia guardat tot anteriorment.

Organitza ~ Crea una carpeta =E~- [ 0

£ Inici

N
A Galeria APBSIn

N PriEie e ‘ lligand.pgr (O] 8/7/2024 %30 Fitxer PQR
‘ proteinapgr © 12/9/2024 19:05 Fitxer POR

@l Escriptori

4 Baixades

4 Documents
PR Imatges

B b avirinn

Mom del fitxer: | “proteina,pgr” "lligand.pgr” All Files

L Ly

Licenses for acad : http://pymol.orgfacade
Licenses for industry: http://pymel.org/contact

Figura 68. Imatge en el moment d’inserir la proteina i el lligand al PyMOL. Font:
PyMOL.

Un cop fet el que he mencionat veurem que la proteina mutada i I'enzim estan junts,

tal com es veu a la figura 69.

Figura 69. Imatge del complex. Font: PyMOL.
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Pas 20:

En el moment que m’he assegurat que tot estava en ordre ha sigut el moment
d’exportar I'enzim mutat amb el lligand. Llavors torno a exportar la molécula, pero,
molt important, aquesta vegada amb el nom de “complex” i en format .pqr, a la

carpeta que he escollit i aixi ho tinc tot en una sola carpeta.

New Window (Default)
New Window (-k)

Open...
Open Recent... ’
Get PDB...

Save Session
Save Session As...

Export Image As 3

Export Movie..

Export Structure... ¢ [Export Molecule..
Log File » X

Run Script Export Alignment...
Working Directory b

Edit pymoirc

Reinitialize 3

Quit

Figura 70. Imatge en el moment d’exportar la molécula complex. Font: PyMOL.

Nom Estat Data de modificacic Tipus
% Inici 3 d p
N [ mi nid, 7 8/7/2024 930 Fityar POR
Galeria L] Nigand.pqr O] 8172024 9:30 teer POR
D i 2/9/2024 1805 Fitkar PO
> Bernat - Personz proteina.pgr O] 12/9/2024 1205 Fiteer POR

Bl
@l Escriptori© #

& Baixades #

= Documents

DOptions Multi-File
Nom del fitdl: | complex.par * | teording to "rank”)
Tipus de fitcer: | PQR (*par) "|

PDBx/mmCIF (*.cif *.cif.gz)

‘ Maestro (*.mae)

MacroModel (*mmd *mmod *.dat)

ChemPy Pickle (* pkl) lave. ..
XYZ (*xyZ)

MMTF (*.mmtf)

By Extension (**)

Figura 71. Imatge en el moment de guardar el complex en format PQR a la
carpeta. Font: PyMOL.
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Pas 21:

Aquest pas és només per assegurar-me que tinc els quatre arxius que necessito
sols en una carpeta. Aquests arxius son el lligand, la proteina i el complex en format
.par i el fitxer d'input APBS. Aqui m’he d’assegurar a fons que he escrit correctament
els noms dels arxius tals i com els he escrit en el fitxer input, si no és aixi,
segurament no funcionara. Com que estic completament convengut passaré a

calcular I'energia d’'unié que necessitara aquest enzim que he modificat.

D APBS.in &) 2/7/2024 15:41 Fitxer IN

D complex.pqr © 2/9/2024 1919 Fitxer PQR
D lligand.par © 8/7/2024 9:30 Fitxer PQR
D proteina.pgr © 12/9/2024 19:05 Fitxer POR

Figura 72. Imatge de la carpeta amb tots els arxius necessaris. Font: PyMOL.

Pas 22:

En aquest moment ja estic a la web i he posat tots els fitxers necessaris i li he donat
a “Start Job”. Aquesta pagina em fara el calcul de I'energia d’unié d’aquell enzim

amb el lligand, és a dir, com de bé s’uneixen els dos.

APBS Job Configuration

© 4°BS Configuration

Upload supporting files for the APBS input fle above

complex par
lligand pgr

proteina por

Figura 73. Imatge de la web del calcul. Font
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Pas 23:

Un cop comenga sol trigar uns segons, o a vegades més, per fer el calcul. Un cop la
web hagi acabat de llegir els meus arxius i faci els calculs per saber la quantitat
d’energia, per saber el resultat, el que he de fer és clicar a “Show line numbers” i

després a “Stdout”, aqui s’obrira una pestanya.

“ 1A Ihgyp_avZausus
{f APBS Configuaton © 455 Job s1tus

N\

To return to your results after leaving, save this page. &
Job 1D Job Type: Time Elapsed Next
1)43fhtgyp_20240908 APBS 00:00:30 [ v

Submitted Pending Job Start Running

APBS Input Files APBS Output Files
APBS in
complex par
ligand par

proteina. par

LDIE" Preview

> Suderr (apbs stderrta)

Figura 74. Imatge de la web un cop fet el calcul. Eont
Pas 24:

Un cop oberta, he de baixar fins a baix de tot, fins a la fila 326, on puc trobar
I'energia d’unié de I'enzim amb el lligand. Com que aquest és el métode general,
aquestes dades corresponen a I'enzim sense cap mutacio, pero, dbviament, després

si que seran resultats d’enzims mutats.

Show line numbers

v Stdout (apbs stdout bx

Figura 75. Imatge de la web amb els resultats. Font
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4.3. Estudi

4.3.1. Pregunta del marc aplicat

Puc reduir I'energia d’unié entre I'enzim 1AGN i alcohol 4-aminofenetilic, és a dir, un

lligand no natural de I'enzim?
4.3.2. Hipotesi de I'optimitzacié de I'enzim

Hipotesi 1: En mutar I'enzim 1AGN reduiré I'energia d’unié entre I'enzim i el lligand

alcohol 4-aminofenetilic.

Hipotesi 2: En mutar l'enzim 1AGN forcant la formacié d’interaccions
intermoleculars entre els aminoacids i el substrat reduiré I'energia d’unié entre

'enzim i el lligand alcohol 4-aminofenetilic.
4.3.3. Mutacio de I'enzim

En aquest apartat del meu marc aplicat modificaré I'enzim alcohol deshidrogenasa

1AGN perqué pugui catalitzar millor els lligands: etanol i alcohol 4-aminofenetilic.

4.3.3.1. Mutacio 1

Ara faré la primera mutacio al meu enzim. Aquests son els passos que he seguit:
Pas 1:

El primer que he fet ha sigut posar el fons de color blanc, perqué crec que d’aquesta
manera es pot identificar millor. Seguidament, he demanat al programa que em
mostri tots els atoms de la proteina en forma de bastons, ja que d’aquesta forma puc
situar-me molt millor i seleccionar els aminoacids més facilment. Després he
seleccionat tots els aminoacids que hi havia al voltant del lligand, als que algun seria
interessant fer-li mutacions. Un cop acabat aixd he fet que no mostri tots els atoms
de la proteina, perd seguidament he demanat que els que havia seleccionat es
mostrin en forma de bastons, d’aquesta forma, tinc visibles només els aminoacids

que m’interessen i aixi és molt més facil orientar-se i treballar.
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Figura 76. Imatge dels aminoacids que vull que siguin visibles. Font: PyMOL.

Pas 2:

Un cop he fet tot aixd he de trobar alguns aminoacids que formin interaccions
moleculars amb el substrat perqué I'energia d’'unié que necessiti I'enzim sigui menor.
En aquest cas he trobat que 'aminoacid 141 si li pogués afegir un aminoacid que
tingués un grup aromatic, podria for¢car que es produis una interaccié intermolecular
-. A més a més, com que probablement ocupara molt espai hauré de modificar
I'aminoacid 93 perqué li deixi una mica d’espai. Un cop determinats els aminoacids
que vull mutar he de saber quin és el seu identificador i el seu tipus d’aminoacid, el

141 és una metionina i el 93 és una fenilalanina, com veiem a les figures 77 i 78.
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Figura 77. Imatge dels aminoacids que  Figura 78. Imatge del tipus d’aminoacid
necessito mutar. Font: PyMOL. dels aminoacids 141 i 93. Font: PyMOL.

Pas 3:

Un cop he decidit el que vull modificar he de fer-ho, he fet els passos per entrar en
el menu de mutacions i després de diversos intents he trobat un aminoacid aromatic
que pot encaixar bé, és el triptofan en la posicio numero 6, que el situa practicament
en paral-lel, perb amb el benzé desplagat, que també permet que es produeixi la
interaccid, per tant, perfecte. De totes maneres, com havia previst, com que el
triptofan ocupa molt espai 'aminoacid 93 esta molestant, com a resultat, 'hauré de
modificar també.
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Figura 79. Imatge de la modificacié de I'aminoacid 141. Font: PyMOL.

Aqui es pot veure I'enzim després de la mutacio, assenyalat en groc hi ha la primera
mutacid que he fet Met141Trp. Per altra banda, assenyalat en vermell hi ha

'aminoacid 93 que és el que ara modificaré perque esta molestant al triptofan.

Figura 80. Imatge de I'enzim després de la primera mutaci6. Font: PyMOL.
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Pas 4:

Ara el que estic fent és modificar 'aminoacid 93 perqué no molesti tant al triptofan,
aixd ho faré modificant 'aminoacid de fenilalanina a alanina, que com que és
'aminoacid més petit és el que menys espai ocupa, aixd es pot veure al cercle de
color groc que la part blanca és la futura alanina, perqué aqui encara ho estic

modificant.

Figura 81. Imatge de la modificacié de 'aminoacid 93. Font: PyMOL.

A la figura seglent ja es pot veure com he acabat la mutacié i es veu que hi ha

'alanina sola i que en ser tan petita no molesta al triptofan.

Figura 82. Imatge després de les dues mutacions. Font: PyMOL.
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Pas 5:

En aquest pas he utilitzat I'eina de la mesura per mesurar a quina distancia estan els

dos grups aromatics entre ells i es veu que hi ha una distancia d’entre 2 i 5 A.

Figura 83. Imatge de la distancia (en armstrongs) entre el triptdfan i el grup

aromatic del substrat. Font: PyMOL.

Pas 6:

A partir d’aqui el procés per pujar totes les dades a la web per fer el calcul és
sempre el mateix, per tant, a partir d’aqui els passos que seguiré son els que hi ha a

partir del pas 16 del procés general.

4.3.3.2. Mutacio 2
Ara faré la segona mutacio al meu enzim. Aquests sén els passos que he seguit:
Pas 1:

Com que en la mutacié anterior m’he adonat que els dos grups aromatics estaven
una mica allunyats entre ells, faré una altra modificacié a veure si els resultats son

millors amb aquella distancia o amb la que implementaré ara. Com es veu en la
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figura 84, el grup aromatic del substrat i el del triptdfan (aminoacid 141) estan forca

allunyats entre ells, algunes zones de fins i tot de 4,5 A.

El que faré per apropar-los és rotar cap a I'esquerra un dels “bragos” del triptofan (el
que té un cercle blanc, assenyalat amb una fletxa vermella) i aixi quedaran molt més

a prop. En aquest moment aquest brag esta situat en un angle de 13,1°.

Figura 84. Imatge de la mutacio anterior, es veu que estan una mica allunyats.
Font: PyMOL.

Pas 2:

En aquest moment estic rotant el “brag” del triptofan, que fa que el grup aromatic giri
i es situi molt més a prop del grup aromatic del substrat, amb una distancia maxima
de 3,3 A. Tot i que no estan del tot alineats perfectament, jo crec que pot funcionar,

perque a aquesta distancia es podria formar una interacci6 r-1r.
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Figura 85. Imatge de I'enzim en el moment de la modificacié. Font: PyMOL.

Pas 3:
Aqui es pot veure com queda I'enzim després de la modificacié que he fet, el grup
aromatic del substrat i el grup aromatic de 'aminoacid 141 queden molt més junts.

Finalment, la modificacié deixa el “bra¢” del triptdfan en un angle de -20,5°.

itional Use O

4,

Figura 86. Imatge després de la modificacié. Font: PyMOL.
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Pas 4:

A partir d’aqui el procés per pujar totes les dades a la web per fer el calcul és
sempre el mateix, per tant, a partir d'aqui els passos que seguiré son els que hi ha a
partir del pas 16 del procés general.

4.3.3.3. Mutacio 3

Ara faré la tercera mutacio al meu enzim. Aquests son els passos que he seguit:

Pas 1:

El primer que he fet, igual que en els casos anteriors, és posar els fons de pantalla
de color blanc i que els aminoacids es mostrin amb forma de bastons. Després el
que he fet és seleccionar els aminoacids que estan a prop del substrat i fer que

nomeés es mostrin aquells.

Pas 2:

Encara que en els casos anteriors ja ho he fet, en aquesta mutacié continuo amb la
intencid de formar una interaccid -1 que em funcioni bé. Encara no sé quin
aminoacid modificaré aixi que miro els aminoacids que hi ha al voltant del substrat i

m’imagino algun que podria mutar i que quedés en la posicidé que m’interessa.

Figura 87. Imatge del centre actiu de I'enzim. Font: PyMOL.
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Pas 3:

Després d’estar una estona mirant quin podria ser 'aminoacid que mutés, m’he
decidit per 'aminoacid 93 que és una fenilalanina, com es pot veure a la figura 89. El
que jo tinc pensat és rotar el grup aromatic i que d’aquesta forma quedin alineats el

del substrat i el de la fenilalanina.

Figura 88. Imatge de I'aminoacid 93, Figura 89. Imatge de la fenilalanina que

que és el que modificaré. Font: PyMOL. modificaré. Font: PyMOL.

Pas 4:

En aquest moment estic a punt de fer la modificacié que consistira a rotar el grup
aromatic de I'aminoacid 93 perquée quedi en paral-lel al grup aromatic del substrat.
Abans de girar-lo he vist que I'aplicacié indica que esta en un angle de 95,2°, tal

com he assenyalat amb la fletxa vermella a la figura 90.
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Figura 90. Imatge en el moment abans de fer la rotaci6. Font: PyMOL.

Pas 5:

Un cop he acabat de girar el grup aromatic m’he fixat 'angle que indica ara que és
de -162,2°. A més a més, he fet que la modelitzacié es vegi de perfil perqué
d’aquesta forma es pugui veure que els dos grups aromatics estan situats el més en

paral-lel possible.

Figura 91. Imatge després de la modificacié. Font: PyMOL.
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Pas 6:

Un cop he acabat la modificacié el que he fet és mesurar en A quina és la distancia
entre els dos grups aromatics. A la figura 92 es pot observar que varien entre els 4,1
i 4,4 A, que encara que no esta dins de la distancia ideal a la qual es donen les
interaccions TT-11, potser em dona bons resultats. Per altra banda, com que he fet
tres mutacions amb interaccions 11-11 i cadascuna esta a una distancia diferent, aixo

em pot servir per comprovar per mi mateix quina és la distancia idonia.

Figura 92. Imatge de les mesures de distancia en armstrongs dels dos grups
aromatics. Font: PyMOL.

Pas 7:

A partir d’aqui el procés per pujar totes les dades a la web per fer el calcul és
sempre el mateix, per tant, a partir d’aqui els passos que seguiré son els que hi ha a

partir del pas 16 del procés general.
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4.3.3.4. Mutacio 4

Ara faré la quarta mutacio al meu enzim. Aquests son els passos que he seguit:
Pas 1:

Primer de tot he fet el pas 1 de la primera mutacié per deixar els fons blanc i que

nomeés es vegin els aminoacids que m’interessa veure.

Pas 2:

Un cop ho he fet, busco algun aminoacid que si el modifico pugui crear una
interaccié intermolecular per reduir I'energia d’unié. En aquest cas he trobat que si
modifico 'aminoacid 94, que és una leucina, podria posar-hi un altre que tingui una
conformacié diferent perqué formi un pont d’hidrogen amb el grup Amino (atom de
nitrogen) del substrat, d’aquesta manera en formar un pont d’hidrogen necessitaria

menys energia d’unid.

Figura 93. Imatge de 'aminoacid que Figura 94. Imatge de I'aminoacid que
vull modificar, el 94. Font: PyMOL. vull modificar, una leucina. Font:
PyMOL.

80



ENZIMS A LA CARTA

Pas 3:

Com es veu a la figura 95 esta una mica allunyat, aixi que després de revisar la
forma de tots els aminoacids que hi ha crec que podria funcionar bé un acid

glutamic.

Figura 95. Imatge de I'enzim on es veu la distancia entre I'aminoacid 94 i el
substrat. Font: PyMOL.

Pas 4:

Ara estic provant com quedaria un acid glutamic (Glu) substituint a la leucina
anterior. Després de comprovar totes les posicions possibles, crec que la posicio 2
és la millor, ja que hi ha un hidrogen que queda practicament a sota del grup Amino,
el que forgara que es generi un pont d’hidrogen entre ells, com es pot veure a la

figura 96.
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Figura 96. Imatge del moment de la mutaci6. Font: PyMOL.

Pas 5:

Un cop feta la mutacié he mesurat quina era la distancia final entre I'hidrogen de

I'acid glutamic i el grup Amino del substrat i resulta que era d'1,4 A.

Figura 97. Imatge de I'enzim després de la mutacio, amb la distancia en A entre

I'hidrogen i el grup amino. Font: PyMOL.
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Pas 6:

A partir d’aqui el procés per pujar totes les dades a la web per fer el calcul és
sempre el mateix, per tant, a partir d'aqui els passos que seguiré son els que hi ha a

partir del pas 16 del procés general.

4.3.3.5. Mutacio 5

Ara faré la tercera mutacio al meu enzim. Aquests son els passos que he seguit:
Pas 1:

Primer de tot he fet el pas 1 de la primera mutacié per deixar els fons blanc i que

només es vegin els aminoacids que m’interessa veure.

Pas 2:
Com que encara no sé quin aminoacid vull modificar el que faré és buscar algun que
em pugui servir, aquesta vegada, com l'anterior, el que faré és intentar forgar la

formacié d’'un pont d’hidrogen entre I'atom d’un aminoacid i un hidrogen del substrat.

Figura 98. Imatge del centre actiu de I'enzim. Font: PyMOL.
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Pas 3:

Després d’estar revisant una estona he pensat en una modificacié que encara que
pot ser una mica complexa, crec que pot funcionar bé. Concretament, he pensat a

modificar I'aminoacid 93, que és una fenilalanina, com es veu a les figures 99 i 100.

Figura 99. Imatge de 'aminoacid que Figura 100. Imatge de la fenilalanina
modificarée, el 93. Font: PyMOL. que vull modificar. Font: PyMOL.
Pas 4:

La mutaciéo que jo he pensat per a forgar el pont d’hidrogen, primer, consisteix a
canviar la fenilalanina (aminoacid 93) per un acid glutamic. Concretament, en el
moment de mutar, he decidit posar la posici6 8 de 19, ja que era la que a mi

m'anava millor.
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Figura 101. Imatge en el moment de la mutacid. Font: PyMOL.

Pas 5:
Tal com es veu a la figura 102, 'aminoacid que acabo de mutar, de moment, no
provoca cap pont d’hidrogen, per aquest motiu, faré unes rotacions i que aixi quedi

col-locat perfectament.

Figura 102. Imatge després de la mutacié. Font: PyMOL.

Pas 6:
Aquesta és la posicidé abans de la primera rotacié, com es pot veure a la figura 103,

té un angle de -179,4°, perd amb I'eina de rotar, ho puc modificar com jo vulgui.
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Figura 103. Imatge abans de la primera rotacié. Font: PyMOL.

Pas 7:

Després de la primera rotacié aixi és com queda I'aminoacid, es veu a la figura 104
que ara esta una mica més a prop, perd encara és molt dificil que es produeixi un
pont d'hidrogen. En finalitzar la primera rotacié queda un angle de 105°. A causa de

la distancia actual, com tenia previst, faré una segona rotacié.

Figura 104. Imatge després de la segona rotacié. Font: PyMOL.
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Pas 8:

Com que necessito que I'oxigen que hi ha a la punta de 'aminoacid 93 pugui formar
un pont d’hidrogen amb els hidrogens del grup aromatic del substrat, necessito que
pugi una mica, i per aixo faré la segona rotacio. Es pot veure a la figura 105, que el

carboni que vull rotar té un cercle blanc i que abans de girar-lo té un angle de 67,2°.

Figura 105. Imatge abans de la segona rotacié. Font: PyMOL.

Pas 9:

En finalitzar la rotacio I'he deixat en un angle de 145,1°, ja que d’aquesta forma es
pot veure que I'oxigen queda a una distancia d’1,9 i 2,5 A, i com que la distancia

ideal és d’entre 2,2 i 3,2 A, crec que sén uns valors molt fidels.
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Figura 106. Imatge després de la segona rotacio. Font: PyMOL.

Pas 10:

En el moment que ja anava a exportar la molécula per passar els models per la web
he fet una ultima revisada i m’he adonat que I'aminoacid que acabava de moure
estava xocant amb un altre que ja hi havia, com es veu a la figura 107. Aquest
aminoacid que molesta és el numero 141 i és una metionina. En consequéncia, he
decidit que aquesta metionina I'he de mutar en un aminoacid més petit, com una

alanina.
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Figura 107. Imatge de 'aminoacid 93 Figura 108. Imatge de la metionina que

que molesta. Font: PyMOL. molesta. Font: PyMOL.

Pas 11:

Aquest és el moment en el qual acabo de mutar la metionina 93 en una alanina, que
com que és més petita, no xoca amb 'aminoacid 93, que realment és I'important en

aquesta mutacio 5.

Figura 109. Imatge després de la segona mutacié. Font: PyMOL.
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Pas 12:

Finalment, després de dues mutacions i dues rotacions aixi és com ha quedat
finalment, on estic forgant al fet que els hidrogens del substrat estableixin un pont

d’hidrogen amb l'oxigen de I'aminoacid 93.

¥ /4

Figura 110. Imatge al final de les mutacions i rotacions. Font: PyMOL.

Pas 13:

A partir d’'aqui el procés per pujar totes les dades a la web per fer el calcul és
sempre el mateix, per tant, a partir d’aqui els passos que seguiré son els que hi ha a

partir del pas 16 del procés general.
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4.3.3.6. Mutacio 6

Ara faré la sisena mutacié al meu enzim. Aquests sén els passos que he seguit:
Pas 1:

Primer de tot he fet el pas 1 de la primera mutacié per deixar els fons blanc, pero
aquesta vegada he fet que la proteina es mostri la seva superficie, tal com es veu a
la figura 111. Es pot observar que hi ha el “forat” on hi ha el centre actiu de 'enzim i
que el substrat esta situat alla dins, d’aquesta forma potser trobo per fer altes

mutacions que redueixin I'energia d’unio.

Figura 111. Imatge de la superficie de I'enzim, on es veu el centre actiu. Font:
PyMOL.

Pas 2:

El que he fet és ampliar més fins a arribar al centre actiu amb el substrat. Quan ho
he ampliat m’ha cridat molt I'atencié que hi havia un hidrogen del grup aromatic que
no se’l veia, ja que estava “sota” de la superficie de I'enzim, com he assenyalat de
color vermell. Llavors he pensat que potser passava aixd perqué no tenia prou espai

i era repulsat per un altre aminoacid i llavors he decidit modificar-ho.
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Figura 112. Imatge del substrat al centre actiu. Font: PyMOL.

Pas 3:

Com que wvull que el substrat i lI'aminoacid de I'enzim he intentat buscar quin
aminoacid era per poder modificar-lo i que millori el rendiment. El que he fet és
detectar quin era i marcar-lo en forma de pals junt amb uns altres perqué es vegi
millor, perd he deixat de fons la superficie de I'enzim per orientar-me.

Concretament, he detectat que 'aminoacid que feia nosa era el numero 318 i que

era una valina.
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Figura 113. Imatge de I'aminoacid 318, Figura 114. Imatge de I'aminoacid que vull

el que vull modificar. Font: PyMOL. modificar, és una valina. Font: PyMOL.

Pas 4:

Un cop he identificat 'aminoacid que vull mutar he de decidir quin és el que vull
posar en el seu lloc. Com que el problema principal és que provoca repulsié i no
deixa prou espai al substrat, el que faré és posar una alanina, ja que és I'aminoacid
més petit de tots i crec que pot funcionar molt millor que la valina que hi ha

actualment.

Figura 115. Imatge del substrat i 'aminoacid 318. Font: PyMOL.

93



ENZIMS A LA CARTA

Pas 5:

Ara el que faré és posar l'alanina que he decidit posar en el lloc de la valina actual.
Com sempre vaig al menu de “Wizard” i “Mutagenesis” i llavors escullo 'aminoacid
alanina, com que és un aminoacid d’'un sol carboni no té diferents posicions per

escollir com altres vegades.

Figura 116. Imatge en el moment de la mutacié. Font: PyMOL.

Pas 6:
Un cop he acabat la mutacié el que he fet és comprovar que I'aminoacid 318 no
repulsara més al substrat, fent que es redueixi I'energia d’'unié. Com he assenyalat

de color vermell, ara no estan tan junts, el que fa que no es repulsin.

Figura 117. Imatge després de la mutacié. Font: PyMOL.
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Pas 7:
Per acabar, el que he fet és tornar a mostrar la superficie de I'enzim i es pot veure a
la figura 118 que ara ocupa menys espai i que, probablement, el substrat no el

repel-lira i podra col-locar-se millor.

‘

Figura 118. Imatge del centre actiu després de la mutacié. Font: PyMOL.

Pas 8:

A partir d’'aqui el procés per pujar totes les dades a la web per fer el calcul és
sempre el mateix, per tant, a partir d’aqui els passos que seguiré son els que hi ha a
partir del pas 16 del procés general.

4.3.3.7. Mutacié 7

Ara faré la setena mutacié al meu enzim, encara que per aquesta modificacio
treballaré amb I'enzim obtingut a la mutacié 6, per intentar millorar-lo encara més.

Aquests son els passos que he seguit:
Pas 1:

El primer que he fet és posar el fons de color blanc i després he tornat a posar

I'enzim mostrant la seva superficie, com en el cas anterior.
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Pas 2:

Com que en la modificacié anterior vaig detectar que en una zona de I'enzim, un
aminoacid es repulsava amb el substrat, he decidit revisar que en cap altre punt

succeis aix0. En consequéncia, he “tornat” al mateix punt d’abans a assegurar-me.

Figura 119. Imatge del centre actiu de I'enzim Font: PyMOL.

Pas 3:

Quan estava comprovant que cap aminoacid afectés el substrat, he detectat que
passa una cosa semblant al cas anterior amb un dels hidrogens del grup Amino, el
que esta assenyalat a la figura 120. Encara que pot semblar que esta bé, en veritat,
es veu que una part de I'hidrogen queda sota la superficie de I'enzim i, per tant, es

repulsa amb aminoacid que hi ha en aquella localitzacio.

Figura 120. Imatge de I'hidrogen que esta afectat. Font: PyMOL.
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Pas 4:

Un cop m’he adonat del fet que 'aminoacid d’aquella zona s'havia de modificar, el
que he fet ha sigut que els aminoacids de la zona propera es mostrin en forma de
bastons, d’aquesta forma és més facil detectar-lo. Llavors I'he trobat, és I'aminoacid

numero 94 i és una leucina, tal com es veu a la figura 121.

A I .

Figura 121. Imatge de 'aminoacid a Figura 122. Imatge de 'aminoacid a

modificar, és una leucina. Font: PyMOL. modificar, és el numero 94. Font: PyMOL.

Pas 5:

Ara he de decidir quin aminoacid posar en el lloc de la leucina. Com que és un
problema del fet que es repelen entre ells perquée estan molt a prop, el que faré sera
posar un aminoacid més petit, com I'alanina, perqué d’aquesta forma se solucioni el

problema.
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Figura 123. Imatge del substrat i aminoacid a mutar Font: PyMOL.

Pas 6:

Un cop que sé quin és 'aminoacid que he de modificar i per quin ho he de fer és el
moment de la mutacid. El que he de fer és marcar que vull una alanina i seleccionar

la leucina que vull mutar.

Figura 124. Imatge en el moment de la mutacio. Font: PyMOL.
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Pas 7:

Un cop he acabat la mutacié el que faig és assegurar-me que la mutacié ha sortit
com jo tenia previst. Com es pot veure a la figura 125, la mutacié ha sortit com
esperava i ara el substrat i 'aminoacid 94 estan molt més separats, cosa que fa que

no es repulsin i 'energia d’unié sigui més baixa, que és el que vull.

Figura 125. Imatge despreés de la mutaci6. Font: PyMOL.

Pas 8:

Un cop ho he acabat tot el que he fet és posar tota la proteina en format superficie i
tornar a aquell d'hidrogen del grup Amino que estava per “sota” de la superficie. Un
cop he arribat alla, que és la figura 126, el que he vist és que I'hidrogen es pot veure

completament, el que vol dir la mutacié ha funcionat.
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Figura 126. Imatge del substrat al centre actiu. Font: PyMOL.

Pas 9:

A partir d’aqui el procés per pujar totes les dades a la web per fer el calcul és
sempre el mateix, per tant, a partir d’aqui els passos que seguiré son els que hi ha a

partir del pas 16 del procés general.
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4.3.4. Resultats

En aquesta seccidé del marc aplicat, exposaré els resultats que he obtingut de les

mutacions anteriors.
Taula 1: Resultats de les energies d’unié obtingudes de les mutacions

En el moment que he passat tots els arxius per la web del calcul de
poissonboltzman.org seguint els passos al peu de la lletra del procés general, les
energies d’'unidé que he obtingut els que he col-locat tots en aquesta taula. La

quadricula en questié té cinc columnes:

A la primera columna apareixen totes les proteines amb les seves respectives
mutacions en les quals he estat treballant. La primera de totes és la “proteina
mostra”, que funciona com a control, ja que tots els resultats sén relatius als seus
valors, és a dir, que si aconsegueixo un valor per sota del control, sera un éxit, en
canvi, si no és aixi vol dir que no ha millorat. A més a més, a part del control, tenim
les altres proteines que fan referéncia a les que he obtingut de les mutacions

realitzades darrerament, cada mutacié va amb la seva respectiva proteina.

A la segona columna tinc els valors de les mutacions de I'enzim respecte a I'etanol,
que és el lligand natural de la proteina 1AGN. A aquest no li donaré gaire
importancia, ja que el treball esta pensat per millorar I'energia en relacié amb ['altre

substrat, per tant, no les tractaré en exces.

A la tercera columna tinc el mateix que a la segona perd en aquesta ocasio amb
I'alcohol 4-aminofenetilic. Aqui aniran a parar les dades de la web en combinar

I'alcohol 4-aminofenetilic amb cadascuna de les proteines amb les mutacions.

La quarta columna és molt important perqué indica quines son les mutacions que he
fet en cada proteina, si he mutat un aminoacid o si he fet una rotacié en un altre,
d’aquesta forma és molt facil veure quines son les mutacions que s’han fet a cada

enzim.

L'ultima columna és la que indica la interaccié intermolecular que he intentat forcar

en aquella mutacio.
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Abans de parlar sobre els resultats, he d’explicar com s’han d’interpretar. EI que vull
dir és que si al final del numero posa E+01 kd/mol, vol dir que s’ha de multiplicar una
vegada per 10 i que llavors el E+00 kd/mol sera un numero més petit que el que
tingui E+01 kd/mol, igual que el E-01 kJ/mol sera un numero encara més petit que

els anteriors.

Ja com a dultima cosa, vull tornar a recordar que les dades aconseguides les

consideraré millors o pitjors en comparacié amb les dades control.

Totes les dades de I'etanol sén molt més elevades que les del grup control, sense
cap excepcio. Per fer-nos una idea de la gran diferéncia d'energies d’'unié entre el
grup control i la resta, només fa falta agafar el millor resultat dels no control, que és
el de la proteina 1, i es pot observar que és meés del doble que la de la “proteina

mostra”.

Per altra banda, les dades de I'alcohol 4-aminofenetilic son molt més semblants i la
majoria estan al voltant de les de la proteina control. A més a més, a la proteina6i7
s’han millorat considerablement les dades de la proteina mostra, ja que tenen valors
molt inferiors a I'enzim control. També cal afegir, que la modificacié que ha tingut

pitjors resultats ha sigut la 2, i per molta diferencia.

Addicionalment, es pot veure que sempre he modificat, més o menys, els mateixos
aminoacids. De totes maneres, és important veure que depenent de I'aminoacid final

que he deixat, els valors han sigut molt diferents entre ells.

Per altra banda, si ens fixem més en el tipus d’interaccio, es pot veure que si les
interaccions no tenen unes relacions clares entre elles, és a dir, que no totes les
interaccions -1 d’apilament tenen resultats dolents ni tots els ponts d’hidrogen
tenen bons resultats, perd si que les d’evitar repulsions han donat molt bons

resultats.

102



ENZIMS A LA CARTA

Taula 1: Resultats de les energies d’unié obtingudes de les mutacions

Etanol (Natural)

Alcohol 4-aminofenetilic

Aminoacids modificats

Tipus d’interaccié
forcada

Proteina mostra

4.612479145732E-01 kJ/mol

1.291145765906E+01 kJ/mol

Proteina 1 1.210533276536E+00 kd/mol 1.394493908746E+01 kd/mol Met141Trp Interaccid -1
Phe93Ala d’apilament
Proteina 2 4.334680554106E+01 kd/mol 4.005716044706E+02 kd/mol Rotacié aminoacid Interaccid -1
d’apilament
Proteina 3 1.918890484478E+00 kd/mol 1.495676116671E+01 kdJ/mol Rotacié aminoacid Interaccié -1
d’apilament
Proteina 4 3.007640856770E+00 kJ/mol 2.366634627928E+01 kJ/mol Leu94Glu Pont d’hidrogen
Phe93Glu Pont d’hidrogen
Proteina 5 2.987275178530E+00 kJ/mol 1.570565647785E+01 kd/mol Met141Ala
Rotacions aminoacids
Proteina 6 2.875153611866E+00 kd/mol 9.778452159799E+00 kJd/mol Val318Ala Cap — No repulsio
Proteina 7 2.903011311297E+00 kJ/mol 6.730800745854E+00 kd/mol Leu94Ala Cap — No repulsio
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Grafic 1: Grafic de les energies d’unioé respecte al lligand etanol
En aquest grafic es poden veure de forma molt més visual les dades obtingudes només del lligand etanol.

El que més crida I'atencié és que la mutacioé 2 ha obtingut uns resultats nefastos, ja que esta molt per sobre de les altres dades.

Per aquest motiu faré un altre grafic descartant la mutacio 2 perqué tot es vegi molt millor.

Etanol

B Proteina mostra [ Proteines mutades

Mutacio 1
Mutacié 2
Mutacio 3
Mutacio 4
Mutacié 5
Mutaci6 6

Mutacid 7

0,00E+00 1,00E+01 2,00E+01 3,00E+01 4,00E+01
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Grafic 2: Grafic de les energies d’unié respecte al lligand etanol sense tenir en compte la mutacio 2.
Aquest és el segon grafic del lligand etanol, perd com que he eliminat la mutacié 2, es pot veure tot molt millor.

Com ja he mencionat abans, es pot veure que cap de les proteines mutades (color vermell) s’ha apropat gens a I'energia d’unio
que tenia la proteina mostra (color blau).

Etanol (sense la mutacio 2)

B Proteina mostra [l Proteines mutades

Mutacié 1
Mutacié 3
Mutacié 4
Mutacié 5
Mutacié 6
Mutacié 7

0,00E+00 1,00E+00 2,00E+00 3,00E+00
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Grafic 3: Grafic de les energies d’unio respecte al lligand alcohol 4-aminofenetilic.
Aquest és el grafic que conté les dades obtingudes de I'alcohol 4-aminofenetilic amb cadascuna de les proteines.

Com passa en el grafic 1, la mutacié 2 ha sigut tan dolenta que la descartaré perqué es puguin veure bé totes les dades i es
puguin contrastar els resultats.

Alcohol 4-aminofenetilic

B Proteina mostra [ Proteines mutades

Mutacio 1
Mutacid 2
Mutacié 3
Mutacié 4
Mutacié 5
Mutacié 6

Mutacio 7

0,00E+00 1,00E+02 2,00E+02 3,00E+02 4,00E+02
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Grafic 4: Grafic de les energies d’unié respecte al lligand alcohol 4-aminofenetilic sense tenir en compte la mutacié 2.
Com he dit anteriorment, aquest és el grafic de I'alcohol 4-aminofenetilic sense tenir en compte la mutacio 2.

Aqui es pot veure clarament que les proteines mutades estan a valors similars a la mostra, de fet, inclus les proteines 6 i 7 milloren
el rendiment que la mostra, tal com es beu al grafic.

Alcohol 4-aminofenetilic (sense la mutacio 2)

[ Proteina mostra [ Proteines mutades

Mutacio 1
Mutaci6 3
Mutaci6 4
Mutacio 5
Mutaci6 6

Mutacio 7

0,00E+00 5,00E+00 1,00E+01 1,50E+01 2,00E+01
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Taula 2: Dades de totes les mutacions per visualitzar tretes de la web

Aquesta és la taula que dona els enllagos a la web que realitza el calcul i, es poden

veure realment les dades que he mostrat a la taula 1 i als grafics anteriors.

Etanol (Natural) Alcohol 4-aminofenetilic
Proteina Mostra Dades Dades
Proteina 1 Dades Dades
Proteina 2 Dades Dades
Proteina 3 Dades Dades
Proteina 4 Dades Dades
Proteina 5 Dades Dades
Proteina 6 Dades Dades
Proteina 7 Dades Dades

Com que aquests enllagos només mantenen les dades a la web a partir de 14 de la

seva creacio, aqui deixo totes les altres dades a les quals es pot accedir sempre en

una carpeta del Drive. Per veure les dades s’ha d’obrir el document “apbs.stdout.txt”

i baixar a baix de tot i mirar el numero que indica el “Local net energy”.

Taula 3: Dades de les mutacions per visualitzar desades al Drive.

Etanol (Natural) Alcohol 4-aminofenetilic
Proteina Mostra Dades Dades Dades
Proteina 1 Dades Dades
Proteina 2 Dades Dades
Proteina 3 Dades Dades
Proteina 4 Dades Dades
Proteina 5 Dades Dades
Proteina 6 Dades Dades
Proteina 7 Dades Dades
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4.3.5. Discussio

Ara faré la discussi6 dels resultats que he obtingut en I'apartat anterior. Separaré la
discussio en dues parts: una en la que parlaré dels resultats obtinguts respecte a

I'etanol i en l'altre de I'alcohol 4-aminofenetilic.
Etanol

En els resultats de I'etanol es pot veure que cap mutacié millora o iguala I'energia
d’'unié de la proteina mostra, cosa que ja m’esperava abans de comencar el marc

aplicat, gracies als coneixements adquirits del marc teoric.

El motiu pel qual no he obtingut els resultats esperats és perqué I'etanol és el lligand
natural de l'enzim, aixd vol dir que l'enzim en questid ja esta especificat
completament a I'estructura de I'etanol, tal com havia estudiat en el marc teoric, que
és una de les caracteristiques principals dels enzims. Aquesta especificitat es dona
perqué I'enzim és “creat” de forma natural, exclusivament per I'etanol, i llavors té la
forma ideal perqué s’adhereixi i es produeixi la reaccié de forma optima. El motiu de
qué aquest enzim sigui tan especific es deu al fet que s’ha anat perfeccionant al
llarg dels anys seguint la teoria de I'evolucié de Darwin®, i d’aquesta forma I'enzim
ha anat modificant-se durant el temps fins que avui té una especificitat perfecta amb

'etanol, el que el fa el més eficient possible.

De totes maneres, per assegurar-me de qué el que pensava era correcte li vaig
preguntar a la meva tutora de la Facultat de Quimica de la UB, la Marina Corbella

Morato*, i ella m’ho ha confirmat.

3 La teoria de I'evolucio de Darwin, exposada a L'origen de les espécies del 1959, explica que totes
les espécies d'organismes, incloses les plantes i els animals, evolucionen al llarg del temps en un
procés que s'anomena seleccié natural. Les variacions que es produeixen entre els individus d'una
especie sorgeixen de mutacions i recombinacions genétiques. Els organismes que gracies a les
seves diferéncies aconsegueixen sobreviure o reproduir-se més en el seu medi tenen una probabilitat
més gran de viure i reproduir-se, transmetent aixi les seves “caracteristiques” als seus descendents.
Al llarg del temps, aixd dona lloc al desenvolupament de noves espécies.

4 La meva tutora del Treball de Recerca de la Universitat de Barcelona i doctora en programes
computacionals.
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Alcohol 4-aminofenetilic

Com s’ha vist els resultats, les dades obtingudes de les mutacions s6n molt

semblants, el que fara que expliqui cadascuna d’elles en detall.

A la mutacié 1 vaig intentar for¢ar una interaccié -1 d’apilament, perd he vist que
no va funcionar, i no va millorar a la proteina mostra. El motiu pel qual no va resultar,
probablement, és degut al fet que els dos grups aromatics no estaven prou alineats
i, @ més a més, no tots els valors estaven a la franja de distancia d’interaccié optima,
com es veu a la figura 83, per tant, la interaccioé no es devia produir amb la for¢a que

hauria de fer-ho.

La mutacié 2 va ser un desastre, com ja s’ha vist abans, la proteina 2 ha sigut la que
ha donat pitjors resultats, ja que dona al voltant de 400 kJ/mol, quan la de la mostra
son 12 kJd/mol. ElI motiu pel qual s’ha produit aixd és per les forces de repulsio,
perqueé vaig situar els dos grups aromatics a una distancia d'uns 2,2 A, com es veu a
la figura 86, quan la distancia idonia esta sobre els 3,3 a 3,8 A, aixd va provocar que
els atoms dels dos grups es repel-lissin i I'energia d’'unié augmentés tant. Tanmateix,
aixd6 m’ha ajudat a demostrar que és molt important respectar les distancies que
estan predefinides, ja que si no les interaccions no es donaran com ho haurien de

fer.

A la mutacid6 3 he continuat intentant fer una interaccié - d’apilament. En els
resultats s’ha vist que no son dades dolentes, perqué no estan gaire lluny dels
valors de la proteina mostra. Tot i aix0, crec que no han sigut millors perqué els dos
grups aromatics estaven massa lluny entre ells. Aixd torna a demostrar que la
distancia a I'hora de fer interaccions intermoleculars és molt important, perd que
també és millor que les dues molécules estiguin molt allunyades i I'enllag sigui molt

debil a que estiguin massa a prop i es repelin.

A la mutacid 4 he intentat fer un pont d’hidrogen. Com he mostrat abans, els
resultats obtinguts no han sigut els desitjats, ja que he obtingut 23 kJ/mol i la
proteina mostra 12 kJ/mol, gairebé ho duplica. Una altra vegada els resultats sén
aixi per les distancies, perqué vaig intentar forcar la formacioé d’un pont d’hidrogen

massa a prop del nitrogen, fent que es repel-lissin entre ells.
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A la mutacio 5 he fet una modificacié6 amb molts passos per intentar formar un pont
d’hidrogen, perd no ha acabat donant els seus fruits. Encara que vaig aconseguir
formar-lo i que estava a una distancia optima, no va ser prou, aixo és pel fet que,
segurament, és necessari que es produeixin molts ponts d’hidrogen per marcar la

diferéncia i no només un.

En canvi, en la mutacié 6 s’han obtingut molt bons resultats. Aquesta mutacio la vaig
fer perqué vaig adonar-me de qué hi havia un aminoacid de fixacié en la proteina
mostra que feia que el substrat no estigués acoblat el centre actiu, és a dir, que hi
havia un aminoacid que feia que una part del substrat fos repel-lida i llavors no
encaixava bé. Si més no, en mutar aquest aminoacid a un altre de més petit, ha fet
que la repulsid es redueixi i ha reduit molt 'energia d’'unié passant dels 12 kJ/mol
de la proteina mostra als 9,7 kJ/mol d’aquesta proteina, mostrant una millora

significativa.

A l'ultima mutacioé vaig aprofitar la proteina 6 per fer-li alguns canvis i millorar-la
encara més. En concret el que he fet és detectar que hi havia un altre aminoacid de
fixacid que afectava que el substrat s’acoblés correctament, fent que es repel-lissin
entre ells, per reduir la repulsio, vaig mutar aquell aminoacid perqué tingués una
altra forma i que no es repelessin i aixi reduir I'energia d’unié. En fer els calculs es

pot veure que s’ha reduit aquesta energia d’unio a, practicament, la meitat.
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4.3.6. Conclusions del marc aplicat

Jo en comencar les mutacions de I'enzim en el meu marc aplicat em vaig proposar
dues hipotesis, les dues relacionades amb el lligand 2.

La hipotesi 1 si s’ha complert, a causa del fet que després de les mutacions a
'enzim, he aconseguit que es redueixi considerablement I'energia d’'unid. Aixo si, fa
falta remarcar que ho he fet sense forgar cap interaccié intermolecular, ho he fet
modificant la forma del centre actiu i evitant repulsions entre els aminoacids del
centre actiu i el substrat.

La hipotesi 2 no s’ha complert, pel fet que encara que hagi obtingut millors resultats
que els que tenia inicialment, no ho he fet forcant la formacié d’interaccions

intermoleculars.
Per altra banda, he tret altres conclusions del marc aplicat:

> Els enzims amb els seus respectius lligands naturals no es poden millorar,
perqué ja estan optimitzats al maxim i la seva estructura tridimensional del
centre actiu és perfecta pel substrat.

> L'energia d’'unid d’'un substrat amb un enzim no es basa només en les
interaccions que s’estableixen, sind que també amb el fet que no hi hagi cap
repulsio que afecti el substrat.

> La distancia de les forces intermoleculars és molt important, perqué si estan
molt a prop, es repel-leixen, perd si estan molt lluny, no interactuen, per tant,

han d’estar a un punt mitja.

M’agradaria comentar qué és veritat que per millorar encara més el rendiment dels
meus enzims podria haver variat factors com el pH o la temperatura del medi.
Malgrat aixd, en ser un calcul estatic, fa que aquests factors no facin variar
practicament el resultat, perqué encara que ho vaig provar variant el pH i la
temperatura, els valors variaven de forma que no afectaven en res al resultat final.
En el cas que hagués fet un calcul dinamic, si que s’hagués tingut en compte
aquestes dades i haguessin afectat molt el resultat final, perd aquest calcul en un
ordinador normal no era factible, per tant, vaig decidir prescindir de modificar valors
com la temperatura o el pH del medi i deixar-los en valors fixos en totes les

mutacions.

112



ENZIMS A LA CARTA

5. CONCLUSIONS GENERALS DEL TREBALL

En aquest treball de recerca primer he fet un marc teoric en el qual he exposat tot el
que respecta a enzims i he explicat a fons la part més important, el centre actiu de la
proteina. Seguidament, he explicat quines sén les unions entre molécules, les més
fortes i les més débils, perqué les forces intermoleculars son importantissimes en el
moment en el qual els aminoacids catalitzadors creen les interaccions amb el
substrat. A continuacio, he explicat els lligands que he escollit i quin és el seu
metabolisme, junt amb I'enzim que els catalitzara. Finalment, he parlat de com

s’obtenen acetaldehids a la industria quimica.

La pregunta que em vaig formular a linici del treball va ser: Sén els enzims una
alternativa verda a la sintesi d’aldehids a la industria?

La resposta a aquesta pregunta confirma la meva hipotesi, perqué segons els
resultats que he obtingut, és possible mutar un enzim i que s’obtinguin bons
resultats, el que em fa pensar que si una industria necessita sintetitzar aldehids,
podrien mutar una alcohol deshidrogenasa perqué s’adapti al substrat que

necessiten i aixi obtenir un procés molt més verd i eficient del que tenen actualment.

Aquesta alternativa verda a la sintesi d’aldehids donaria molts beneficis
mediambientals i economics per les industries quimiques. Aixd ho dic perquée, avui
en dia, per sintetitzar aldehids tenen una despesa energetica molt gran, a causa de
la necessitat d'augmentar la temperatura perqué es doni la reaccié quimica, en
canvi, si utilitzessin enzims, com que solen treballar a unes temperatures de 37 °C,
no tenen aquesta despesa energética que els fa perdre molts diners i que també

contamina al planeta.

En el cas que s’emprés, la mutacié d’enzims amb ordinador seria també fonamental
en la disminucid de la despesa econoOmica, perqué la mutacié d’enzims amb
l'ordinador i el seu respectiu calcul, fa que es redueixin molt les despeses de les
proves de les mutacions, ja que pots fer una simulacié molt fidel de com funcionaria i
els resultats que donaria, estalviant molt temps i diners.

Sense I'Us de l'ordinador, per provar l'eficacia d’'un enzim s’hauria de modificar
geneticament 'ADN d’una cél-lula amb ajuda d’'una eina de modificacié genética,

extreure I'enzim de la cél-lula, replicar-lo i provar la seva eficacia amb el substrat
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que es voldria catalitzar, aix0 provoca una despesa de temps i de diners enorme per
nomeés un intent, i com que aixo és ciéncia, probablement, s’hauria de fer més d'un,
ja que no sortiria a la primera.

En canvi, si s’'usa una eina informatica de mutacié d’enzims amb I'ordinador, permet
fer tots els canvis que es vulguin, sense cap despesa, i la comprovacié de la seva
eficacia de forma molt precisa amb I's de models molt detallats. Dono per fet que
una industria podria permetre’s una modelitzacié dinamica, perquée fos més realista,
i faria que es pogués comprovar si funciona abans de fer la modificacié genética.
Per altra banda, és veritat que es necessitaria un superordinador que pogués fer els
calculs en un temps de diverses hores, perd, una empresa si que podria demanar
d’utilitzar un temps el superordinador per fer les seves investigacions.

En el cas que si que s’hagués fet la modelitzacio i s’haguessin obtingut els resultats
que es volguessin, si que s'hauria de fer el procés de modificacié genética en una
cadena d’ADN, extreure I'enzim de la cél-lula, fer moltes copies per posar-los en
bioreactors i que sintetitzessin I‘aldehid, pero, d’aquesta forma només s’ha de fer

una sola vegada.
Per altra banda, a part de la hipotesi, m’havia proposat tres objectius:

> Primer: Considero que he apres molt sobre els enzims gracies a aquest
Treball de Recerca, ja que m’he entregat en fer el marc tedric sobre els
enzims i he aprés molt sobre el seu funcionament.

> Segon: He descobert com funciona el procés d’obtencié d’aldehids a partir
d’etanol en la industria i com es podria implantar el funcionament dels
enzims.

> Tercer: També asseguro que he aprés i he dominat el programa de mutacio
de proteines i he calculat muntanyes de vegades I'energia d’unioé d’aquestes,

aixi que considero que I'he assolit.

Després de fer d’acabar el Treball de Recerca considero que m’he gestionat bé
portant la feina al dia i, a més a més, considero que he assolit tots els objectius que

m’havia proposat abans de comencar el treball.
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Per altra banda, he de destacar que no tot ha sigut facil, ja que durant el transcurs
del treball m’han sorgit diversos problemes que han posat a prova la meva capacitat

de solucionar-los.

El primer problema que vaig tenir va ser que tinc un ordinador Windows, pel fet que
necessitava usar algunes funcions del sistema operatiu Mac d’Apple. Aixd ho vaig
notar a l'hora d’'usar el terminal de Windows, ja que alguns controls no els
acceptava, per aquest motiu, vaig descarregar un programa alternatiu.

Per altra banda, també he tingut problemes a I'hora d’aprendre el funcionament del
programa informatic PyMOL, perqué no I'havia usat abans i m’ha costat una mica
aprendre totes les opcions que té i com veure millor les proteines, tot i aixo, al final,
ho vaig aprendre i ara tinc molt control.

Un altre problema, encara que forma part de la ciéncia, és I'encert i I'error, ja que a
'hora de mutar, vaig haver de descartar una gran quantitat de models que no

m’aportaven res i quedar-me uns pocs.

Considero que aquest treball podria servir de referéncia per a fer un altre Treball de
Recerca en el que si que es fes una dinamica molecular, fent que els resultats siguin
molt meés precisos que els que he obtingut jo, també és veritat que per fer aixo faria

falta unes eines de les quals no solen disposar alumnes de batxillerat.

Un cop finalitzar aquest treball, acabo amb una sensacié d’orgull, perqué encara que
al principi semblava una muntanya, I'he aconseguit pujar a poc a poc i, finalment, he
obtingut un resultat del qual estic forga satisfet, per tant, podria dir que ha sigut una

bona experiéncia.
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7. ANNEXOS

7.1. Annex |. Tipus d'aminoacids

Aquest annex conté tots els aminoacids amb els que he treballat al llarg del treball,
amb les imatges que he anat emprant per orientar-me i saber quin és I'aminoacid

que era Optim en cada ocasio.

A les imatges es pot veure que hi ha diversos colors, cada color representa un
element quimic. De totes maneres, com que els colors van variant, aquests no son
els mateixos colors amb els quals he fet les mutacions. Aquests son les relacions

color-aminoacid d’aquest annex:

Color groc: Es un atom de carboni.

Color blau: Es un atom de nitrogen.

>

>

> Color vermell: Es un atom d’oxigen.
> Color daurat: Es un atom de sofre.
>

Color blanc: Es un atom d’hidrogen.

ALANINA

Figura 127. Imatge de 'aminoacid alanina. Font propia (pyMOL)
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HISTIDINA

Figura 128. Imatge de 'aminoacid histidina. Font propia (pyMOL)

ISOLEUCINA

Figura 129. Imatge de I'aminoacid isoleucina. Font propia (pyMOL)

LEUCINA

Figura 130. Imatge de I'aminoacid leucina. Font propia (pyMOL)

122



ENZIMS A LA CARTA

LISINA

Figura 131. Imatge de 'aminoacid lisina. Font propia (pyMOL)

METIONINA

Figura 132. Imatge de I'aminoacid metionina. Font propia (pyMOL)

FENILALANINA

Figura 133. Imatge de I'aminoacid fenilalanina. Font propia (pyMOL)
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TRIPTOFAN

Figura 134. Imatge de I'aminoacid triptdfan. Font propia (pyMOL)

VALINA

Figura 135. Imatge de I'aminoacid valina. Font propia (pyMOL)
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GLUTAMINA

Figura 136. Imatge de I'aminoacid glutamina. Font propia (pyMOL)

ARGININA

Figura 137. Imatge de 'aminoacid arginina. Font propia (pyMOL)

GLICINA

Figura x. Imatge de I'aminoacid glicina. Font propia (pyMOL)
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CISTEINA

Figura 138. Imatge de I'aminoacid cisteina. Font propia (pyMOL)

PROLINA

Figura 139. Imatge de 'aminoacid prolina. Font propia (pyMOL)

SERINA

Figura 140. Imatge de I'aminoacid serina. Font propia (pyMOL)
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TIROSINA

Figura 141. Imatge de 'aminoacid tirosina. Font propia (pyMOL)

ACID ASPARTIC

Figura 142. Imatge de I'aminoacid acid aspartic. Font propia (pyMOL)

ACID GLUTAMIC

Figura 143. Imatge de 'aminoacid acid glutamic. Font propia (pyMOL)
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ASPARAGINA

Figura 144. Imatge de 'aminoacid asparagina. Font propia (pyMOL)

TREONINA

Figura 145. Imatge de I'aminoacid treonina. Font propia (pyMOL)
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