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S'han realitz at sirnulacions \1D de les formes silvestre. mutant Pro.36Gly i mutant
Tyr37Phe. de I'inhibidor proteic (PCI) de la Carboxipeptidasa A de la patata (CPA).
arnb I'ubjecte d'estudiar els seus espais cunfiguracionals ados nive lls: I) el de la
proteina sencera, que ens permet determinar l'estabilitat estructural, i 2) el de la regio C
terminal. que ens perrnet predir les capacitats inhibidores respectives. Com a conclusio
d'aquest treball, eS dedueix que la capacitat d'inhibicio d'arnbdos mutants es sols
lleugerarnent inferior a la del PCI nadiu.

Introduccio.

L'estructura de les protemes, la seva estabilitat terrnica i la seva funcionalitat, poden ser
alterades rnitjancant mutagenesi dirigida. Els rnetodes d'Enginyeria 00 Protemes estan sent actualment
ernprats per al disseny de proremes amb propietats particulars que poden ser d'utilitat terapeutica i/o
industrial. No obstant, la produccio d'un mutant amb propietats i caracteristiques predeterrninables
no es tan senzilla com pot sernblar: mutacions puntuals poden implicar canvis deslocalitzats en
l'estructura que afectin les propietats de la molecula (Bowie et al.. 1990) i que dificilrnent siguin
detectables rnitjancant models moleculars estatics. En aquest sentit, la Dinarnica Molecular (MD)
curnporta una ajuda fonarnental en l'estudi de l'espai conforrnac ional de la proteina (van
Gunsteren.1988). donant una visi6 molt rnes ampla que la que ens otereix el model abans rnencionat,

En el present estudi s'ha analitzat el peptid inhibidor (PCI) de la Carbox ipeptidasa A de la
patata (CPA)(Hass & Ryan,1982). amb eI proposit de dissenyar nous inhibidors. EI PCI. pel seu
petit tarnany, es un cas particular de proteina tacilrnent analitzable per MD (Oliva et al..199Ia) i.
tantmateix, es coneix la seva estructura 3D tant per difraccio de raigs X (formant cornplexe amb la
CPA (Rees & Lipscomb,1982») com per RMN (Clore et a 1..1 987). Ames. es dona el cas que el
nostre grup ha clonat i express at el corresponent gen sintetic (Molina et al..I992).

Material i mt:tooos.

A partir de l'estructura del PCl (isoforma PCI-lIa. i sense els residus Glul i Gly39) en la
contormacio que presenta unit a la CPA (Rees & Lips(.;omb.1982). es va realitzar, previa optirnitzaciode 1800 passes arnb Steepest Descent. una sirnulacio per MD. de 25Ops. amb acoplarnent a un hany
terrnic (temps de relaxacioei), I ps, temperatura (.;onstant=293K), arnb l'objecte d'estudiar l'estabilitat
extructural del rnateix i d'analitzar les propietats de la regio C-terminal (residus 35 al 38). en
particular. donada la seva importancia en la inhibicio 00 la CPA, l'orientacio d'aquesta cua respecte al
nucli de l'estructura (residus 8 al 34). ldentics analisi s'han realitzat sobre els mutants en la regi« de
la cua Cvterminal del PCl, Pro36Gly i Tyr37Phe. les estructures dels quais s'obtingueren per simple
substirucio Je residus en les coordenades cristal.logratiques del PCI nadiu.
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L'optirnitzacio i la simulacio I!S van executar rnitjancant I!I paquet de rutines GRO!'vIOS (van
Gunsteren & Berendsen .1987) seguint el model NIS. el camp de forces del qual conternpla la
neutralitzacio de les carregues del sistema, imitant aixi la presenc ia de contraions rAqvist I!t a I.. 1986;
Aqvist I!t al., 1985; Nilsson I!t aI., 1990; Oliva d aI., 19910; Oliva ct al., 1(910) Per a l'analisi eS
va utilitzar el paquet de subrutines NICE (Nilsson, 1990). i la visualitzacio grafica eS va dur a terrne
mitjancant mdFRODO (Nilsson. 1(90). Per a l'estudi de l'espai configuracional de la regio C-
terminal. es va desenvolupar un programa propi en I!lljut: eS van definir els angles If' i G. sobre e!
pia IT format pels residus del nucli, Pht:23. Ala26 i Asn29 (tigura I). Aquest prograrna perrnet
calcular la densitat de probabilitat per valors determinats de ls angles If' i tl (Tapia c l al., 1991). per a

les tres formes. silvestre, mutant Pru36Gly I mutant Tyr37Phe. del PCI.
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Figura I:

Representacio dets angles de la regie Cvrerminal i del pia IT

Resultats i discussi6.

L'energia potencial de la forma silvestre del PCI es va estabilitzar al cap de 40ps de cornencar
la dinarnica, fluctuant seguidament en tom a una energia potencial promig de - I 150 Kj/rnol (Oliva d
al.. 199 1,1. La forma mutant Pro36Gly va trigar SOps en estabilitzar la seva energia potencial. i
aquesta va quedar tarnbe en torn als -1150 Kj/rnol (Oliva et al.,199Ih). En quant al mutant

Tyr37Phl!. I!S va estaoilitzar energeticarnent al cap de 30 ps d'engegada la sirnulac io i t'energia
potencial prornig dels passes seguents va quedar I!n un valor de -1100 Kj/mol (lleugerarnent menys
estable).

L'analisi dels tactors B de temperatura (tigura 2) dernostra que els tres sisternes posseeixen
prupietats sernblants, sent ames les sews fluctuacions cornparables a les de l'estructura obtinguda
per raigs-X (a excepcio de la regia Cvterminal. doncs el grup carboxilic no es troba unit al Zn2+ de la
CPA en cap moment de la simulaci6). Aixi mateix, la cornparacio � les estructures prornitjades en el
periode en que l'energia potencial I!S troba estabilitzada, dernostra que les dues formes mutants
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estudiades son molt sernblants en estructura a la torrna silvestre: en particular, la regill C -rerrninal cO;
va trobar en amhd6s casos amb una orientacio favorable per a la interaccio amb la CPA.

En aquest senrit, del calcul de la probabilitat de que la conrorrnacio de la regili Cvterrninal de
cada un dels mutants entres dins d'uns marges contorrnacionals considerats com a boris per a que eS

produeixi la inhibicio en la forma silvestre del PCI. s'ha deduit quin pot ser el porcentatge re latiu
d'inhibicio per als mutants Pro36Gly i Tyr37Phe; prenent cum a hipotesi que la inhibicio es produeix
per xoc efectiu entre el PCI i la CPA.

Eis resultars teorics han dernostrat que cis espais contorrnacionals de la regio Cvterminal de!s
mutants Pr1l36Gly i Tyr37Phe son molt sernblants entre si i al del PCI nadiu. i que la probabilitat de
que els angles abans definits prenguin valors que es trohin dins del rang dels que possibiluarien un
xoc etectiu, es elevada, Amb tot aixo, i tal com s'ha vist per estudis experirnentals relitzats tarnbe pel
nostre grup (obtencio dels mutants esrnentats per expressio heterologa en E. coli ). <:!s cornprova quela capacitat d'inhibicio sera molt sernblant en els tres cases.
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Figura 2

Representacio dels factors 8 de temperatura. En linia continua gruixuda la del cristall, i en
linia continua tina la de la forma silvestre. En linia discontinua la dels mutants del PCI Pro36/Gly
(tina) i Tyr37IPhe (gruixuda).
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