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1 INTRODUCCIO

1 Introduccié6

1.1 El seleni

El seleni és un element quimic que té Se com a simbol i 34 com a nombre atomic.
Fou descobert 1’any 1817 pel quimic suec Jons Jacob Berzelius que li va posar
el nom grec “claror de la lluna”. El seleni es pot trobar en diverses formes
al-lotropiques. La forma més comuna és el seleni gris cristal 1, d’estructura he-
xagonal. També hi ha la forma roja, d’estructura monoclinica, fon a 221 °C i
té una densitat de 4,39 g/ cm?. I, finalment, el seleni amorf, que pot tenir dues
formes: la forma vitria, de color negre, que és obtinguda al refredar rapidament
el seleni liquid i, també roja, la forma col-loidal, que s’obté en reaccions de re-

duccid.El seleni és insoluble en aigua i alcohol i és soluble en éter.

Propietat Seleni Sofre
Pes atdmic 7896 uma  32.07 uma
Radi mitja 115 pm 100 pm
Radi atomic calculat 103 pm 88 pm
Radi covalent 116 pm 102 pm
Radi de Van der Waals 190 pm 180 pm

Configuraci6 electronica [Ar] 3d'%4p*4s?  [Ne]3s?3p?
Estats d’oxidacié +2,4,6 +2,4,6

Taula 1: Propietats atobmiques de seleni i sofre

Com passa amb molts altres elements, el seleni és un element toxic, pero és
considerat un micronutrient essencial ja que en petites quantitats és necessari
per la vida,? tant en eucariotes com en procariotes. Dins la cel-lula podem
trobar seleni en formes lliures de baix pes molecular i en proteines formant part

de la seva seqiiencia peptidica (generalment en el centre actiu) en forma dun
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1 INTRODUCCIO 1.1 El seleni

aminoacid anomenat selenocisteina (Sec). En aquest segon cas parlarem de les

selenoproteines.

Hi ha diferents processos patologics relacionats amb una disminuci6 de se-
leni en la dieta, els més coneguts son els cancers i alguns problemes immu-
nologics. L'explicacié més acceptada és que la disminucié d’ingesta de sele-
ni suposa una disminuci6 de la sintesi de diferents selenoproteines. Aquestes
selenoproteines formarien part de diferents mecanismes de defensa contra els
radicals lliures i, per tant, la seva disminuci6 afavoriria la presencia i desenvo-

lupaments de diferents tipus de cancer.

Les funcions conegudes fins al moment per a les selenoproteines estan clara-
ment relacionades amb aquesta funcié protectora del seleni davant dels cancer,
ja que algunes de les tasques de les selenoproteines dins la cel-lula sén la regu-
lacié de l'estat redox de la cel-lula i la regulacié hormonal del metabolisme. Es
conegut que tant el sofre com el seleni s6n presents en centres actius d’enzims

que catalitzen reaccions de tipus redox.

Les necessitats de seleni varien en funci6 de 1'edat,® anant dels 15-20ug/dia
entre els 0-3 anys fins als 55..g/dia a partir dels 19 anys. Aquests requeriments
augmenten fins als 60ug/dia en les dones embarassades i fins a 70ug/dia du-
rant la lactancia. Les principals fonts de seleni* sén els aliments d’origen vege-
tal i productes carnics on la quantitat varia en funcié de la riquesa en seleni que
tingui el sol on s’han cultivat aquests aliments. Seguint una dieta equilibada és
dificil que es produeixin deficiencies de seleni. En paisos on els sols sén pobres
en seleni, s’han descrit malalties derivades de la mancanca d’aquest mineral.
Es el cas de la Xina, on es va descriure, a principis dels anys 30,% la malaltia de

Keshan que és una cardiomiopatia amb desenllag fatal.

Estudis recents® amb ratolins modificats genéticament per tal que expressin

un baix nivell de selenoproteines han manifestat encara més la relacié entre
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1.2 La selenocisteina 1 INTRODUCCIO

Aliment Quantitat de seleni
Tonyina (85 g) 63
Spaghettis (un plat) 34
Gall d’indi (100 g) 32
Pit de pollastre (100 g) 20
1ou 14
Arros blanc (1/2 tassa) 12
Pa (1 llesca) 4

Taula 2: Quantitat de seleni (en pg) present en alguns aliments.* Cal recordar
que la quantitat varia en funcié del sol on s’han cultivat o crescut els aliments o

els seus ingredients.

el seleni i el cancer. En aquest estudi s’han criat ratolins bitransgenics: una
modificacié per expresar baixos nivells de selenoproteines i una altra per induir
el cancer de prostata. Aquests animals, en comparacié amb els que simplement
tenien la modificacié per induir el cancer de prostata, han desenvolupat molt
més rapidament aquest tumor.

Un millor coneixement del funcionament de les selenoproteines, i del paper
que juga el seleni en les mateixes, pot ajudar, doncs, al desenvolupament de

millors tractaments oncologics.

1.2 La selenocisteina

Abans de parlar directament de la selenocisteina cal fer un petit esment de que
és un aminoacid. Un aminoacid és una molecula que conté un grup amino
i un grup carboxilic. Hi ha aminoacids proteics (formen part de proteines) i
aminoacids no proteics (solen ser neurotransmisors, vitamines,...). Els proteics,

estructuralment, tenen un carboni asimetric (anomenat carboni alfa) que uneix

14



1 INTRODUCCIO 1.2 La selenocisteina

el grup amino, el grup carboxilic i una cadena lateral. En funcié d’aquesta ca-
dena lateral tenim diferents aminoacids. En humans tenim 20 (21 si contem la
selenocisteina) aminoacids proteics coneguts. Els aminoacids proteics s"uneixen
entre ells mitjancant ’enlla¢ peptidic que es déna entre el grup amino d'uniel

carboxilic de l’altre.

0 NH, o ) o
Py HoN HO
H3Cj)LOH HN NH’““\/ﬁJ\OH 2 OH OH
NH, NH, O NH, S0 N
Alanina (Ala) Arginina (Arg) Aspargina (Asn) Acid aspartic (Asp)
0 0 Io NH, 0 5
e OH HOJ\/\/LOH o;\/\)\OH HN. L
| 2" 0H
NH,, NH, NH,

Cisteina (Cys)

y 0 CHy O 0 0
<N | OH HSCMOH H3C OH H?N‘\/‘\/\HLOH
\
N NH2 NH, CH3 NH2 NH2
Histidina (His) [soleucina (Ile) Leucina (Leu) Lisina (Lys)
o
. O H Q (0]
NH, ' NH, NH,
Metionina (Met) Fenialanina (Phe) Prolina (Pro) Serina (Ser)
CHy OL 0 0 CHy O
HO/KH OH — OH /©/\(LL0H H,C OH
NH, NH NH, HO NH, NH,
Treonina (Thr) Triptofan (Trp) Tirosina (Tyr) Valina(Val)

Acid glutamic (Glu)

Glutamina (Gln)

Glicina (Gly)

Figura 1: Taula dels que es consideren els 20 aminoacids proteics en humans

La selenocisteina, coneguda també com I’'aminoacid 21, és un residu present
en diversos enzims, per exemple: glutatié peroxidases, tioreduxin reductases,
format deshidrogenases, glicina reductases, i algunes hidrogenases. En general
s6n enzims que catalitzen reaccions de tipus redox on la selenocisteina juga un
paper important. Aquelles proteines que contenen selenocisteina sén conegu-

des com a selenoproteines.
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1.2 La selenocisteina 1 INTRODUCCIO

Figura 2: Comparaci6 entre la cisteina (A) i la selenocisteina (B). Com es pot
veure en la figura, els dos residus s6n identics, amb 'tnica diferéncia que, men-

tre la cisteina té sofre, la selenocisteina conté seleni

Estructuralment, la selenocisteina és similar a una cisteina on el sofre és
substituit per seleni. La peculiaritat perd, d’aquest aminoacid rau en la seva
forma d’inserci6 en la cadena peptidica. A diferéncia de la resta d’aminoacids,
la selenocisteina no té un codé propi en el codi genetic, siné que la seva inser-
ci6 es deu a la combinacié d'un cod6 "STOP”(UGA), un determinat motiu de
la seqiiencia del RNA missatger (mRNA), conegut com a SECIS (SElenoCysteine

Insertion Sequence) i un complex proteic conegut com a Sec translation complex.

En condicions normals, la sintesi proteica té lloc gracies a la traduccié del

codi contingut en el mRNA. Aquest procés té lloc al ribosoma. Durant la tra-

16



1 INTRODUCCIO 1.2 La selenocisteina

ducci6, el ribosoma llegeix els codons (codi de tres lletres) de la seqiieéncia a tra-
duir i li uneix el RNA de transferencia (tRNA) corresponent (cada codé té el seu
corresponent anti-codé del codi geneétic). Aquest tRNA transfereix I’aminoacid
que correspon a aquell codé a la cadena peptidica de nova creacié. La traduccié
evoluciona i allarga la cadena peptidica mentre no hi hagi res que li indiqui al
ribosoma que s’ha d’aturar. Aquests “senyals aturadors” sén coneguts com a
codons STOP i se’n coneixen tres: UGA, UAA i UAG. Quan el ribosoma arriba

a un d’aquests codons, “salta” i s’atura aixi el procés de traduccié proteica.

] C A G
UL pRanul: ucu AL . UGy u
U auan'E?.,e ucc uac | Twrosine uGC | Cysteine | -
1] Sarine
YUA | acine HEE UAA | stop codon| | UGA | Stop codon| A
uuG UAG | stop codon| | UGG | Tryptophan| G
cuu ccy CAU | Histidine || CGU 5
C e Leud Lo Prolin i Lt Argini :
CUA ne cca 8 i cea | Arginine i
UG (a{uc] cac | Glutamine || CGG &
AUU AdL . AGU : u
AUC | lealeucine ':E'E' AAC Asparaging AGE Serine c
A L aua i Threoning
Methionine)] | ACA ABA : AGA i A
rgaiatinn ACG AAG | Lysine AGG | Arginine o
an
GUU Geu GAU | Aspartic || GGU E
G gﬂi Valine EE: Alanine e acid ggﬁ Glycine i
Glutamic
GUG GCG GAG il GGG &

Figura 3: El codi genetic esta fet per codis de tres lletres anomenats codons.
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1 INTRODUCCIO 1.2 La selenocisteina

efFFSec SBPS

Nova cadena
peptidica Sec-;.

'.-.,.

~SECIS

Sec-tRNA

mRNA

Ribosoma

Figura 4: Representaci6 de la traduccié de la selenocisteina i inserci6 en la ca-

dena peptidica

Com ja s’ha comentat, el cas de la selenocisteina és especial, perque no té
un codo6 concret en el codi genetic. La insercié d’"una selenocisteina en la cade-
na peptidica requereix la presencia de, a banda dels elements normals de tota
traduccié (mRNA, ribosoma i tRNA), el SECIS i el Sec translation complex, un
complex proteic que consta de dues proteines: la SBPS (SECIS binding protein) i
la eEFSec (Sec elongation factor). Tot i la complexitat del mecanisme, la insercié
d’una selenocisteina es pot explicar de manera relativament senzilla: si quan
el ribosoma arriba a un codé STOP UGA detecta la presencia d'un element
SECIS, s’activa la maquinaria que fa que la SBPS s’uneixi al SECIS, posterior-
ment la eEFSec fa de nexe entre el Sec-tRNA (tRNA que porta unida una Sec
-sintetitzada per la Sec sintasa-) i la SBPS afavorint la col-locacié del Sec-tRNA
al lloc aminoacidic del ribosoma i la posterior generaci6 de l'enlla¢ peptidic en-
tre la nova Secila cadena peptidica ja sintetitzada. Com a resum, es pot dir que,
en la traduccié de les selenocisteines, al no haver-hi un codé concret o, més ben

dit, un cod¢ tnic que només codifiqui per elles, cal quelcom afegit per colocar
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1.3 La Format Deshidrogenasa H 1 INTRODUCCIO

el Sec-tRNA en el lloc i el moment adequat.

Aixi doncs, el mecanisme d’insercié de la selenocisteina és més sofisticat
que no pas el dels altres 20 aminoacids coneguts. El fet d’haver-lo preservat de
I'evoluci6 fa pensar en la importancia de 'aminoacid vint-i-a.

La preséncia de selenocisteina varia molt en funcié dels organismes. Per
exemple, no s’ha trobat cap selenoproteina en llevats i plantes superiors, mentre
que en procariotes i arqueobacteris, el nombre de proteines amb Sec és forca
baix. Pel que fa a eucariotes, el nombre de selenoproteines varia molt en funcié
dels organismes, mentre que en humans n"hi ha 25 d’identificades, en Drosophila
melanogaster (una mosca) només n'hi ha 3 i 1 en Caenorhabditis elegans (un cuc).
Actualment els metodes més emprats per identificar selenoproteines fan s de
la bioinformatica i es basen, principalment, en algoritmes destinats a buscar el

cod6 stop UGA i el motiu SECIS a una determinada distancia d’aquest codé.

1.3 La Format Deshidrogenasa H

La Format Deshidrogenasa H (FDHh)%® és un enzim que pertany al complex
Format Hidrogen Liasa,'” de l"Escherichia coli. Aquest complex descomposa acid
formic en dioxid de carboni (CO,) i hidrogen. Dins del complex, el rol concret
de la FDHh és oxidar el formiat (HCOO™) i obtenir dioxid de carboni alliberant
un proto i dos electrons. De manera remarcable la reaccié d’oxidaci6 té lloc en

condicions anaerobies i sense que hi hagi cap transferéncia d’oxigen.
HCOO™ — COy+ HT + 2e~ (1)

Aquest enzim té diverses de caracteristiques especials que el fan interessant
per als nostres estudis. D’una banda, quan parlem de la FDHh, parlem d'u-
na selenoproteina ja que en la posici6 140 de la seva cadena peptidica conté

una selenocisteina. Una altra caracteristica destacable és la presencia d'un atom

20



1 INTRODUCCIO 1.3 La Format Deshidrogenasa H

d’un metall de transicid, concretament, un molibdé (Mo). Tant la selenocisteina
(Sec'*?), com el molibde sén al centre actiu de ’enzim i juguen un paper impor-

tant en la reaccié.

Figura 5: Representaci6 del centre actiu de la FDHh. A la figura es poden veure
els dos cofactors MGDC, I’atom de molibde, la selenocisteina unida a la histidi-

na 141, la caixa ferro-sofre i ’arginina 333.

La dada més important és pero el fet que experiments d’enginyeria genética
demostren que la preséncia de 1’element seleni és critica per a la funcionalitat
de I'enzim. Quan la selenocisteina és reemplacada per cisteina, la velocitat de
la reacci6 de descomposicié del formiat es divideix per 300.

Altres caracteristiques d’aquest centre actiu sén la presencia de dos cofac-
tors de guanidina, els molybdopterin guanine dinucleotide cofactors (MGDC) -el

molibde esta tetracoordinat a quatre sofres d’aquests cofactors-, i la proximitat
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1.4 Calculs quantics sobre metaloproteines 1 INTRODUCCIO

d’una histidina en la posici6 141 (His'*"'). Les histidines, amb el seu anell d'imi-
dazol, solen ajudar a treure protons dels centres actius d’aquest tipus de reaccié.
A més a més, com que la reacci6 que té lloc al centre d’aquest enzim allibera dos
electrons, cal un acceptor que els elimini o aparti del sistema. En aquest cas, I’ac-
ceptor d’electrons és una caixa ferro-sofre (Fe,S,) que es troba a 12 A de I'atom
de molibde que és qui allibera els dos electrons (el molibé és reduit en iniciar
la reacci6 i cal que es reoxidi -alliberant dos electrons- per regenerar l'enzim i
reiniciar un altre cicle). Aquesta distancia fa pensar que cal un “pont”entre el
molibde i la caixa ferro-sofre, els MDGC podrien ser els responsables d’aquesta

tasca.

1.4 Calculs quantics sobre metaloproteines

En els darrers anys, ’aplicacié de la quimica computacional en I’estudi de siste-
mes biologics ha anat en augment. Aixo ha estat fruit de diferents coincidencies.
D’una banda, la millora técnica, tant a nivell de programari com de maquina-
ri, cada vegada es disposa de maquines més potents a un preu més raonable i,
a més a més, el desenvolupament de programari ha fet un salt qualitatiu. Per
altra banda tenim l'interés que ha despertat el camp tant en biolegs experimen-
tals com en quimics teorics. Aplicar els metodes tedrics en sistemes proteics
ens permet coneixer molt més acuradament que passa a l'interior de l'enzim i
perfilar amb més detall el mecanisme catalitic. Amb la quimica computacional
podem obtenir els intermedis de reaccid, calcular els models de possibles estats
de transicid, fer, amb un cost molt baix, mutacions per veure els seus efectes en
el mecanisme,...

A T'hora d’afrontar 'estudi teoric d’una proteina ens podem plantejar 1'ts
de dos metodes: la mecanica quantica o la mecanica molecular. També es pot

parlar d"un tercer metode, hibrid, en qué una part de la proteina és tractada de
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1 INTRODUCCIO 1.4 Calculs quantics sobre metaloproteines

manera quantica mentre que la mecanica molecular és emprada per la resta.

La modelitzaci6 emprant mecanica quantica' "

és la que ens descriu més
detalladament el sistema i 1'estructura electronica dels atoms que el formen.
Aquests metodes han demostrat ser molt efectius en sistemes de grandaria mit-
jana i que contenen metalls de transicié. L'inconvenient que tenen és 1’elevat
cost computacional que suposen, inconvenient que ens limita a treballar amb
sistemes d’uns 80-100 atoms. Aix0, en molts casos, no té per qué ser problema,
pero, en el cas de la modelitzaci6é de proteines, aquest limit fa que no es pugui
treballar amb grans sistemes i que, tot sovint, s’hagin de simplificar i fer calculs

sobre models.

Els metodes de mecanica molecular'#1®

son, per altra banda, molt menys
costosos des del punt de vista computacional i aix0 ens permet treballar amb
grans sistemes (podem arribar a parlar de milers d’atoms) i, tot sovint, es poden
modelar proteines senceres. Aquests metodes fan una descripcié menys detalla-
da del sistema on no es té en compte 'estructura electronica de les molecules en
estudi. A banda del poc detall, el que fa més tediés 1'ts d’aquests metodes és la

necessitat de parametritzar els atoms, aixo és encara més complicat en sistemes

que contenen metalls de transicio.

Finalment, la tercera via que tenim en la modelitzacié de proteines és un
hibrid dels dos anteriors. Ara parlem dels metodes QM /MM.'*2! Amb aquesta
metodologia fem un tractament de mecanica molecular a tota la proteina i un
tractament quantic a la part més important, el centre actiu. D’aquesta manera
podem estudiar amb detall la reaccié que catalitza 1’enzim (degut a 1’aplicacié
de la mecanica quantica) i 'efecte de la resta de la proteina sobre aquesta re-
acci6 (a nivell de forces electrostatiques aportades per la mecanica molecular).
Aquesta metodologia sembla ser la que esta agafant més volada en el camp de

la modelitzaci6 proteica, pero caldra esperar encara un temps per a tenir bon
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programari capag de resoldre problemes reals. A més a més, en el cas de les
proteines amb metalls de transicid, el fet de treballar amb mecanica molecular
ens obliga de nou, a parametritzar. Cal dir pero, que degut a queé és un camp
que desperta certs interessos economics, hi ha corporacions que estan treballant
per desenvolupar i programar aplicacions cada dia més factibles.

El cas de les metaloproteines, especificament les que contenen metalls de
transicio, és una mica especial dins del camp dels sistemes biologics. La preséncia
del centre metal-lic fa inel-ludible I'as d"un metode quantic de nivell mig alt,
com a minim un metode DFT amb correccions de gradient.’® En qualsevol cas,
hi ha hagut ja contribucions importants en aquest camp, que es troben recolli-
des en publicacions de revisi6.”>® Ha estat particularment ttil el treball del
Prof. Siegbahn sobre el centre actiu de diverses proteines com ara citocroms,
metanooxigenases i fotosistema II. La seva aproximacié habitual ha consistit en
calcular només el centre actiu de la proteina, sense introduir en el calcul 'efecte
dels aminoacids que es troben a llarga distancia. La gran activitat en el camp es
reflecteix en la recent publicacié d"un nimero especial del Journal of Compu-
tational Chemistry dedicat a la Quimica Teorica Bioinorgénica,26 incloent entre
altres estudis sobre P450,%?% citocrom ¢ oxidasa,?” superdxid dismutasa,® hi-
drogenasa,®! cobalamina i transportadors d’oxigen de tipus hemo.**?

La qualitat dels resultats suggereix que aquesta aproximacié de calculs sobre
un sistema model pot ser ttil per a sistemes com ara la format deshidrogenasa
H.

En el cas dels calculs teorics en el camp de les selenoproteines cal destacar
les aportacions del grup del Prof. Morokuma en 'estudi del mecanisme de la

glutatié peroxidasa.**®
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2 OBJECTIUS

2 Objectius

L'objectiu final d’aquest treball és entendre la ra6 per la qual 1'enzim format
deshidrogenasa H és una selenoproteina, és a dir, perqueé requereix un residu
selenocisteina en el seu centre actiu per ser eficient. La comprensi6é d’aquest
comportament ens podra portar a una millor comprensi6 de les selenoproteines
en general, i, a un nivell global, del rol biologic de I’element seleni.

Per obtenir aquest objectiu principal, cal també marcar algunes fites parcials:

e Comprovar la validesa de la hipotesi mecanistica per a la format deshidro-

genasa H per Boyington i col-laboradors a partir de dades experimentals.
e Analitzar el perfil de reacci6 i identificar-ne les seves etapes critiques.

e Comparar el comportament dels residus cisteina i selenocisteina al llarg

del cicle catalitic.
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3 Procediment

Tots els calculs realitzats per 1’elaboracié d’aquest treball han estat fets sobre
un petit model del centre actiu de I'enzim. Aquest model, obtingut a partir
de l'estructura del PDB! amb codi 1FD]I, inclou tots aquells atoms necessaris i
critics per a la reaccié. A la vegada, la grandaria del model s’ha ajustat a les

possibilitats computacionals d’aquest tipus de calcul.

Figura 6: Model de centre actiu emprat per a fer els calculs d’aquest treball

Aixi doncs, el model que hem emprat inclou I’atom central de molibde i part
dels lligands o residus que I'envolten. La selenocisteina (o cisteina) és represen-
tada per una seleni (o sofre) unit al molibde i substituit per un metil. Els co-
factors han estat substituits pel fragment S-HC=CH-S, on els sofres estan units
a I’atom central de molibde. Per acabar, en aquelles etapes en que el paper de
la His'*!' és important hem introduit un anell d’imidazol. A la Figura 6 es pot

veure aquest model amb el substrat (formiat).

1PDB:Protein Data Bank
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Com s’ha comentat anteriorment, 'enzim catalitza una reaccié de tipus redox
que allibera dos electrons. Com a acceptor d’aquests electrons, 1’enzim empra
una caixa ferro-sofre (Fe,S;), present en molts enzims que alliberen electrons.
El calcul d’aquest tipus d’estructures és costés i complicat i es va decidir substi-
tuir, en el nostre model, la caixa ferro-sofre per un altre acceptor d’electrons: el

benzil-viologen (1,1’-Dibenzil-4,4’-bipiridini).

;N;‘\ /\

Figura 7: El benzil viologen

El benzil-viologen és una molécula emprada experimentalment en bioquimica
com a acceptor d’electrons. La molécula pot tenir tres nivells d’oxidacid, podent
ésser neutra, cationica o bicationica. En aquest estudi hem calculat1’energia d’a-
quest acceptor pels tres diferents estats d’oxidacié. La diferencia d’energia entre
un estat d’oxidaci6 i l'altre es pot extrapolar, en el nostre model, com 1’energia
necessaria (exo o endoteérmica) per afegir o extreure un electr6 al sistema. Aixi
doncs, el cost energetic d’extreure el primer electré del sistema considerarem
que és el mateix que oxidar el benzil-viologen de la forma neutre a la cationica
i el cost d’extreure el segon electr6 correspondra al cost d’obtenir la forma bica-
tionica de benzil-viologen a partir de la cationica.

La reacci6 neta que té lloc en el nostre sistema model és doncs, la represen-

tada en la segtient equacié:

HCOO™ + OH™ + BV*" — CO, + H,O + BV 2)
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Molecula Energia Increment
Bv 2* -360757.5 0
Bv IF -360853.6 -96.1

Bv -360927.90 -74.24

Taula 4: Energies (kcal/mol del benzil viologen en els seus diferents estats d’o-
xidaci6 (Bv*?, Bv'! i Bv). L'increment correspon a la diferéncia d’energia entre

els diferents estats d’oxidacid consecutius.

Els calculs han estat duts a terme aplicant la teoria del funcional de a densitat
(DFT)%% mitjangant el funcional hibrid Becke3LYP.*3° Les funcions de base
emprades han estat la LANL2DZ* pel molibde, seleni i sofre i 6-31+g(d)*#
per la resta d’atoms (carbonis, hidrogens i nitrogens). Les funcions de base
del seleni i el sofre han estat complementades amb una capa de funcions de
polaritzacié D. Els programari empreat ha estat el paquet Gaussian 03, revisio
C02.8

Totes les geometries han estat primerament optimitzades en fase gas i, poste-
riorment, per tal de calcular 'efecte de I’entorn proteic, s’ha fet, a partir de les
estructures ja minimitzades, un calcul puntual d’energia en PCM. Com a sol-
vent s’ha emprat l'acetonitril, ja que és el que té una constant dieléectrica de
36.64, que és la que ens aproxima més a I’estat del centre actiu d’una proteina
corrent. S’ha realitzat aquest procediment per a tots els minims energetics del
cicle i pels estats de transici6. L'estudi s’ha fet amb el model de la forma nativa

de I'enzim (amb seleni) i, posteriorment, canviant el seleni per sofre.
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4 RESULTATS

4 Resultats

El cicle catalitic que s’ha seguit com a model ha estat una variaci6 del descrit
per Boyington i col-laboradors,” presentat en la Figura 8 on es defineix també
'etiquetat de les diferents estructures. Les diferents etapes del cicle poden ser

agrupades en quatre fases:

e Desprotonaci6 del formiat per part del seleni, i sortida del dioxid de car-

boni. Des de l'estructura A fins a l’estructura B.

e Desprotonacié del seleni per part d'una histidina. Des de l'estructura B

fins alaD.

e Oxidacié del molibdé mitjangant la pérdua succesiva de dos electrons. Des

de l'estructura D finsala F.

e Incorporacié d'un nou formiat. Des de I'estructura F fins a A, on es recomenca

el cicle.

Els canvis energetics i geometrics involucrats en cadascuna d’aquestes qua-
tre etapes es discuteixen a continuacié. En les dues ultimes subseccions es dis-
cutiran de forma global les variacions energetiques i estructurals al llarg del

cicle catalitic.
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4 RESULTATS 4.1 Desprotonacié6 del formiat

4.1 Desprotonaci6 del formiat

Aquest primer pas s’inicia en 'intermedi A, en el qual el molibdeé es troba en
estat d’oxidaci6 +6. A banda dels dos lligands dianionics de tipus pterina, que
son coordinats al metall al llarg de tot el cicle, en aquesta estructura inicial hi ha
dos altres lligands formalment anionics, Me-Se™ i OCHO™. El formiat es troba
coordinat per un dels seus atoms d’oxigen. Aquesta primera etapa transforma
A en B mitjancant la transferéncia de 1’atom d’hidrogen del formiat al seleni.
Aixo comporta la reduccié formal del metall a I’estat d’oxidaci6é +4 i la sortida
de la molecula de dioxid de carboni.

La Figura 9 recull les estructures optimitzades corresponents a aquesta pri-
mera etapa per al sistema amb seleni. L'intermedi A presenta distancies d’enllag
curtes Mo-O (2.058 A) i Mo-Se (2.487 A). La distancia Mo-Se és 0.145 A més llar-
ga en l'intermedi B, amb un valor de 2.632 A. Aixd mostra la inferior capacitat
com a lligand de Me-Se-H (en B) respecte a Me-Se™ (en A). L'estat de transici6
presenta la geometria esperada, amb transferencia d’un atom d’hidrogen entre
el carboni del formiat i I’atom de seleni com a coordenada de reacci6. En l'estat
de transici6, la distancia C-H és 1.47 A, 0.366 A més llarga que en l'intermedi
A; i la distancia Se-H és 1.700 A, 0.113 A més llarga que en 'intermedi B. La
reaccio és practicament termoneutra, amb B només 1.9 kcal/mol per sobre d’A.
La barrera energetica és relativament alta, 22.6 kcal /mol, tot i que perfectament
accesible. L’efecte catalitic de 'enzim és evident, ja que els enllacos C-H sén
molt dificils de trencar en condicions tan suaus.

La Figura 10 recull les estructures optimitzades corresponents al cas del
sistema amb sofre. Les estructures sén qualitativament molt similars. La di-
feréncia principal es troba en el fet que les distancies d’enllag on el sofre esta
involucrat sén més curtes que les del seleni per un valor al voltant de 0.10 A,

d’acord amb el diferent radi dels dos atoms. La reaccid és més exotérmica en
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Figura 9: Punts estacionaris corresponents a I'etapa de desprotonacié del formi-
at en el model amb seleni. Intermedi B (esquerra baix), estat de transici6 (dalt)

intermedi B (dreta baix). S’indica el valor en A d’algunes distancies selecciona-

des.

32



4 RESULTATS 4.1 Desprotonacio del formiat

Figura 10: Punts estacionaris corresponents a 'etapa de desprotonacié del for-
miat en el model amb sofre. Intermedi A (esquerra baix), estat de transici6 (dalt)
intermedi B (dreta baix). S’indica el valor en A d’algunes distancies selecciona-

des.
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el cas del sofre, I’estructura B és 6.0 kcal/mol per sota d’A. La barrera també és
més baixa en el cas del sofre, amb un valor de 19.0 kcal/mol (a comparar amb
les 22.6 kcal/mol del sistema amb seleni). El sofre té doncs una major afinitat
protonica que el seleni, el que esta perfectament d’acord amb la inferior acide-
sa de I'acid sulfhidric respecte de selenhidric. Es interessant notar que aquesta
etapa del cicle sembla ser més facil per al sistema amb sofre que per al sistema

amb seleni.

4.2 Desprotonacio del seleni

La segona etapa s’inicia en l'intermedi B, resultant del pas anterior, amb un
enllag Se-H, i finalitza en l'intermedi D, on 1'hidrogen inicialment enllacat al
seleni s’ha transferit a una histidina proxima. No hi ha canvis d’estat d’oxi-
dacié en aquest pas, perd si que hi ha una separacié de carrega, ja que en el
punt final el fragment metal-lic queda carregat negativament, i la histidina amb
una carrega positiva. Des del punt de vista computacional, s’introdueix una
estructura suplementaria C, on la histidina neutra s’introdueix en el sistema.
Aquesta estructura és necessaria perque la histidina esta absent en B, ja que
s’havia omes en l'etapa inicial degut a que no hauria estat ben coordinada i
podia complicar la convergencia de I'optimitzacié de geometria. La Figura 11
recull les estructures optimitzades corresponents als intermedis B, C, D per al
cas del sistema amb seleni. L'intermedi B conté una distancia Mo-Se bastant
llarga (2.632 A). Tal com s’ha discutit anteriorment, aixo reflecteix 1’escas poder
coordinant del grup Me-Se-H. Aquesta distancia Mo-Se resta practicament inal-
terada quan s’introdueix 1'imidazol. La distancia Se-H si que es veu en canvi
afectada de forma sensible per la presencia de la histidina amb un increment
de 0.05 A. Aixo reflecteix la preséncia d'un enllag de pont d’hidrogen amb un

dels atoms de nitrogen de I'imidazol, que també es manifesta en 1’arranjament
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1.011
1.081

1.827

1.537

Figura 11: Intermedis corresponents a 1’etapa de desprotonacié del seleni. In-
termedi B (esquerra baix), intermedi C (dalt) intermedi D (dreta baix). S'indica

el valor en A d’algunes distancies seleccionades.
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quasi lineal dels atoms Se-H- - -N. De tota manera, en l'especie C, I'hidrogen
resta unit clarament al seleni, ja que la distancia N-H és encara prou llarga, amb
un valor d’'1.827 A. La situaci6 canvia completament en l'intermedi D, resultant
de la transferencia del prot6 del seleni al nitrogen, amb distancies Se-H i N-H
de 2.335 1 1.051 A, respectivament. Fs interessant constatar com la pérdua del
protd per part del seleni augmenta significativament la seva afinitat per 1’atom
metal-lic. La distancia Mo-Se es redueix des de 2.627 A en C fins a 2.507 A en D,

un valor que ja és molt proxim als 2.487 A del complex de partida A.

La variacié energetica en el transit de B a C reflecteix fonamentalment la
forca de l’enllag de pont d’hidrogen, que és prou fort, amb un valor de 8.9
kcal/mol. El pas de C a D és clarament exotérmic, amb una diferencia d’e-
nergia de 22.5 kcal/mol en favor de D. Aquest resultat es deu en bona part a
la consideracié d"un entorn polar en aquests calculs d’energies. La Figura 12
recull les estructures B, C, D per al sistema amb sofre. Les estructures sén altre
cop similars, amb la diferencia principal en les distancies més curtes associades
al menor radi atomic del sofre. Es pot esmentar la lleugerament major elongacié
del’enlla¢ S-H en preséncia de 'imidazol, el que suggereix un enlla¢ d’hidrogen
més fort. Aixo0 es confirma amb 'examen de les energies, amb una diferéncia de
9.6 kcal/mol entre B i C (a comparar amb el valor de 8.9 per al cas del seleni).
Altrament, el descens d’energia en el pas de C a D també és important per al

cas del sofre, amb un guany d’energia de 19.8 kcal /mol.

La presencia de dos minims diferenciats C i D en fase gas requereix 1'e-
xisténcia d’un estat de transicié entre ells. Les reaccions acid/base solen tenir
barreres molt baixes, i aquest procés de transferéncia de prot6 entre dos centres
basics no n’és una excepci6. Els estats de transici6 per als sistemes amb seleni i
sofre han estat calculats, i les seves geometries es presenten en la figura 13. Les

geometries son molt proximes a les de I'intermedi C. En el cas del sistema amb
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Figura 12: Intermedis corresponents a l'etapa de desprotonacié del sofre. Inter-
medi B (esquerra baix), intermedi C (dalt) intermedi D (dreta baix). S'indica el

valor en A d’algunes distancies seleccionades.
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1.011

Figura 13: Estats de transici6 corresponents al transit entre C i D. Sistema amb
seleni a 'esquerra, sistema amb sofre a la dreta. S’'indica el valor en A d’algunes

distancies seleccionades.

seleni, la distancia Se-H només s’ha allargat en 0.01 A; I'allargament és de 0.073
A en el cas de la distancia S-H en laltre sistema. La gran similitud entre estat
de transici6 i reactiu en una reacci6 fortament exoteérmica suggereix una barrera
baixa, i aquest és el cas. De fet, la barrera, que és baixa en fase gas, desapareix
quan es fan els calculs puntuals PCM. L'estat de transici6 es troba doncs 0.8
kcal/mol de C en el cas del sistema amb Se, i 1.4 kcal/mol per sota en el cas del
sistema amb S. Aquesta segona etapa és més favorable en el cas del seleni, pero
és poc probable que tingui un efecte directe en l'eficiencia catalitica total perqué

transcorre practicament sense barrera.

4.3 Oxidaci6 del molibde

Aquest tercer pas s’inicia en I'intermedi D, resultant de I'etapa anterior, i conti-
nua fins a F passant per E. El resultat net principal d’aquesta etapa és la pérdua
de dos electrons per part del centre actiu. Aix6 representa que el molibde in-

crementa formalment el seu estat d’oxidacié de +4 a +6. Aquests dos electrons
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van a la caixa de Fe-S en el sistema enzimatic. Tal com s’ha esmentat en el
procediment, en el nostre cas els transferim a una molecula de benzil viologen
dicationica, que també sutilitza com a agent oxidant en la bioquimica experi-
mental d’aquests sistemes. El pas de D a E consisteix simplement en la trans-
ferencia d'un electr6, perd el d’E a F és més el-laborat. A banda de la perdua
d’un electrd, també s’incorpora al sistema un hidroxil monoanionic, i es retira
un imidazol neutre. L'entrada de 1’hidroxil té com objectiu I'obtenci6 del siste-
ma observat experimentalment, que conté aquest lligand, i la sortida de I'imida-
zol respon a la seva desaparici6 de l'esfera de coordinaci6 en aquesta etapa i la
seglient. La carrega positiva del sistema es deu finalment a la superior basicitat
de I'oxigen del sistema M-OH respecte del nitrogen de 1'imidazol. El fet que la
reaccié impliqui una transferencia electronica que es simula amb la utilitzacié
d’un acceptor extern d’electrons impossibilita el calcul d’estats de transici6. En
qualsevol cas, aix0 no sembla critic, perque les barreres d’activacié no solen ser

altes per a aquest tipus de processos.

La Figura 14 presenta les geometries optimizades dels intermedis D, E i F
per al sistema amb seleni. Les principals diferencies entre els intermedis D i E
sén I'escurgament de la distancia Mo-Se (de 2.507 a 2.445 A) i I'allargament de
la distancia Se-H (de 2.335 a 2.544 A). L’oxidaci6 del molibde a l’estat d’oxida-
ci6é +5 fa que augmenti la seva capacitat acceptora d’electrons dels lligands, el
que enforteix 1’enllag amb el seleni. La transferencia subseqiient d’electrons del
seleni al metall debilita I’enllag d’hidrogen amb 1'imidazol protonat. Pel que fa
a l'estructura F, és interessant observar que I’enlla¢ Mo-Se manté una distancia
molt similar (2.453 A) a la de l'intermedi E, i que en canvi la distancia Mo-O és
prou llarga, amb un valor de 2.338 A. I'aigua és doncs un lligand massa pobre

per coordinar aquest complex de molibde.
Aquesta etapa de la reacci6 és fortament endotérmica, amb un increment
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Figura 14: Intermedis corresponents a I'etapa d’oxidacié del molibde en el sis-
tema amb seleni. Intermedis D (esquerra baix), E (dalt) F (dreta baix). S'indica

el valor en A d’algunes distancies seleccionades.
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Figura 15: Intermedis corresponents a l'etapa d’oxidacié del molibde en el sis-
tema amb sofre. Intermedis D (esquerra baix), E (dalt) F (dreta baix). S'indica el

valor en A d’algunes distancies seleccionades.
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important de 1'energia, de 13.7 kcal/mol entre D i E, i de 22.1 kcal/mol entre E
i E. Aquests valors poden no ser exactes pel fet d’haver emprat benzil viologen
com a acceptor d’electrons, pero suggereixen en qualsevol cas que aquesta etapa
d’oxidacié del molibde presenta una barrera important.

La Figura 15 recull les estructures optimitzades corresponents al cas del sis-
tema amb sofre. Les estructures sén qualitativament similars. Es produeix
també un escurcament de la distancia Mo-S en el transit de D a E, en aquest
cas de 2.379 a 2.318 A. La coordinacié de la molecula d’aigua en l'intermedi F
és feble. Pel que fa les energies, 'etapa és fins i tot més endotérmica que en
el cas del Se, amb un increment de 19.9 kcal/mol entre D i E, i un increment
de 18.7 kcal/mol entre E i F. Aix0 reflecteix sens dubte la major electronegati-
vitat del sofre respecte al seleni. Tot i que formalment els electrons s’extreuen
de I’atom metal-lic, la variacié de les distancies Mo-Se (Mo-S) els dos atoms no
son independents. I la major afinitat electronica del sofre dificulta més la cessi6
d’electrons per part del centre actiu que quan es té seleni.

Aquesta etapa presenta doncs una barrera important, que és més baixa en el

cas del seleni que en el del sofre.

4.4 Incorporacié d’un nou formiat

La darrera etapa del procés consisteix en la substitucié de la molecula d’aigua
de I'intermedi F per un ani6 formiat. Aixo permet tornar al punt de partida del
cicle enzimatic. La discussié d’aquesta etapa no inclou doncs nous intermedis
pero és interessant fer-la des del punt de vista estructural per veure els canvis
implicats, i des del punt de vista energetic per comprovar que no té una barrera
excessiva. La carrega total del sistema és diferent, pero aixo respon als estats de
protonacié que cal esperar dels grups entrant (formiat) i sortint (aigua) a un pH

neutre. L'estat de transici6 entre F i A no s’ha calculat, pero és d’esperar que
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aquest procés de substituci6 de lligands tingui una barrera baixa.

La Figura 16 presenta les geometries dels intermedis F i A per al sistema
amb seleni. La diferéncia de capacitat de coordinacié entre 1'aigua (neutra) i
el formiat (anionic) és evident, amb distancies Mo-O de 2.338 A en Fi 2.058 A
en A. Es curiés en canvi com aquesta diferéncia en la distancia Mo-O té una
repercussio petita en les distancia Mo-Se que només es modifica en 0.034 A (de
2.453 a 2.487 A). Pel que fa I'energia, la reacci6 és clarament exotérmica, amb un

descens de 27.7 kcal/mol en anar de F a A.

Figura 16: Intermedis corresponents a l'etapa d’incorporacié d’un nou formiat
en el sistema amb seleni. Intermedis F (esquerra), A (dreta). S'indica el valor en

A d’algunes distancies seleccionades.

Les geometries corresponents al sistema amb S estan recollides en la Figu-
ra 17. Les tendeéncies son exactament les mateixes, amb valors practicament
identics (difereéncies de 0.01 A) en les distancies Mo-O respecte al sistema amb
seleni. La diferencia d’energia entre F i A és lleugerament menor que en el cas
del sistema de seleni, pero 'etapa és encara netament exotéermica, amb un valor

de 23.7 kcal/mol. L'etapa és doncs més favorable per al cas del seleni.
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Figura 17: Intermedis corresponents a I'etapa d’incorporacié d"un nou formiat
en el sistema amb sofre. Intermedis F (esquerra), A (dreta). S'indica el valor en

A d’algunes distancies seleccionades.

4.5 Analisi global de les energies

En les seccions anteriors s’han comentat, dins de la presentacié de les etapes
de reacci6, les energies relatives de totes les especies involucrades en el cicle
catalitic descrit en la Figura 8. En aquesta secci6 es fa una analisi global de
les energies relatives, que es troben recollides en la Taula 5. Totes les energies es
presenten relatives a la de I'intermedi A, on el formiat coordina el molibdé. S’ha
inclés també en la taula I'energia d’A’, que correspon al punt de comencament
del segtient cicle. A’ es troba 21.4 kcal/mol per sota d’A, el que correspon
a 'exotermicitat de la reaccié neta que té lloc. Els dos perfils energetics, un
per al sistema amb seleni i un altre per al sistema amb sofre, es presenten es-

quematicament en la Figura 18.
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Figura 18: Perfil energetic, en Kcal/mol, de la reacié pel model amb seleni (a

dalt) i pel model amb sofre (a baix).

Qualitativament, el perfil energetic és similar per a ambdos sistemes (seleni i
sofre). Hi ha dues fases on s’observa un increment energetic, i doncs una barrera
per a la reacci6. La primera és el pas d’A a I’estat de transicié AB, i la segona és
el transit entre D i F, que inclou l'intermedi E. En un primer moment, mirant el

grafic (Figura 18), es podria pensar que la barrera AB és la limitant, perque AB
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és el punt més alt del perfil. Observant més detingudament el grafic pero, es veu
que la barrera més alta correspon a I'increment entre D i F. AB té una 1’energia
relativa més alta (22.5 per al Se), pero s’hi accedeix des de l'intermedi A, amb
una energia relativa de 0 kcal/mol (la barrera és doncs de 22.5 kcal/mol). En
canvi, per arribar a F, tot i que té una energia relativa de només 6.3 kcal/mol en
el cas del Se, s’ha de passar per D, que té una energia de -29.5, el que déna una

barrera per a aquesta etapa de 35.8 kcal /mol.

Intermedi Barrera Se BarreraS Diferéncia (Se-S)

A 0 0 0
tsAB 22.5 19.0 3.5
B 1.9 -5.9 7.8
C -6.9 -16.6 9.7
tsCD -7.7 -18.1 104
D -29.5 -36.4 6.9
E -15.8 -16.5 0.7
F 6.2 2.2 4.0
A’ 214 214 0

Taula 5: Energies relatives (kcal/mol) de cada intermedi respecte A pel model
amb seleni i pel model sofre. La darrera columna mostra la diferéncia entre el

sofre i el seleni.

Es interessant observar que cadascuna d’aquestes dues barreres es pot relaci-
onar amb una de les dues diferencies quimiques principals entre selenocisteina
i cisteina: la seva acidesa i el seu potencial de reduccié.

El seleni (o sofre) esta protonat en els intermedis B i C mentre que en la resta
(A, D, E, FiA) resta desprotonat. L'estat de transicié6 AB correspon precisa-

ment al moment en el qual I'aminoacid extreu el prot6 del carboni central del
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formiat. L'acidesa de seleni i sofre és diferent i el pK, dels dos aminoacids di-
fereix en més de dues unitats (5.73 per la Sec i 8.53 per la Cys). Degut, doncs,
a la diferencia d’acidesa entre dos aminoacids, cal pensar que la cisteina, més
basica tingui major afinitat pel prot6. Aixo es recull precisament en les dades
de la taula 6. La reacci6 de desprotonaci6 en el cas del sofre és 7.8 kcal/mol
més favorable en el cas del sofre (diferencia d’energia entre A i B), i la cinetica
del procés també afavoreix la reaccié per al sofre, per 3.5 kcal/mol en el cas
de la diferencia d’energia entre A i AB. Si aquesta f6s 1'etapa limitant, el cicle
enzimatic seria doncs més eficag amb cisteina que amb selenocisteina. Tal com
s’ha comentat més amunt, els nostres calculs indiquen pero que aquesta no és

'etapa limitant.

Intermedi Barrera Se BarreraS Diferéncia (Se-S)

A 0.0 0.0 0.0
tsAB 225 19.0 +3.5
B 1.9 -5.9 +7.8

Taula 6: Energies relatives (en kcal/mol) de la fase de protonacié del sele-

ni/sofre i diferéncia entre els dos elements.

Les barreres més importants i que realment marquen la diferencia entre el
sofre i el seleni estan, com ja s’ha comentat, en el pas de I'intermedi D fins a
I'intermedi F. Aquesta transformacié correspon a la fase redox de la reacci6. El
pas de D a l'intermedi E, correspon a l’alliberament d'un electr6 i el pas de D
a F correspon a I'alliberament del segon electr6. L'estat d’oxidacié del seleni o
el sofre no varia al llarg del cicle catalitic, si que ho fa, en canvi, el del molibdeé
que oscila entre +4 i +6. Tenim doncs, que 'estat d’oxidacié formal del molibde
és +6 en els intermedis A, Fi A’; +5 en l'intermedi E i +4 en els intermedis B,

CiD. El pas de D a F suposa 'oxidacié del molibde de +4 a +6 i es correpon
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amb la part més critica del nostre cicle. Tal com ja s’ha comentat abans en la
discussié d’aquesta etapa, hi ha importants variacions en la distancia Mo-Se
(0 Mo-S), que indiquen una forta associaci6 entre els dos atoms i suggereixen
que no es pot considerar que els seus estats d’oxidacié siguin completament
independents. El sofre, més electronegatiu, ha de ser més dificil d’oxidar, i aixo
es reflecteix en les energies relatives d’aquesta etapa recollides en la taula 7.
En efecte, I’abstracci6 del primer electré (diferncia entre D i E) és 6.2 kcal /mol
més favorable en el cas del Se, diferencia que es manté en 2.9 kcal/mol per al
cas del segon electrd. El superior potencial de reduccié del sofre fa doncs que
sigui més dificil oxidat ’enzim amb cisteina, i que la reacci6 sigui doncs més

favorable amb selenocisteina, tal com s’observa experimentalment.

Intermedi Barrera Se BarreraS Diferéncia (Se-S)

D 0 0 0
E 13.7 19.9 -6.2
F 35.8 38.7 -2.9
A’ 8.1 14.9 -6.8

Taula 7: Energies relatives (en kcal/mol) de la fase redox (de D a F) pel model

amb seleni i pel model amb sofre i diferencia entre els dos elements.

4.6 Analisi global de les estructures

L'estudi de les geometries minimitzades no ens aporta grans diferencies entre el
model amb seleni i el model amb sofre. Els dos atoms tenen caracterisitiques di-
ferents que ja fan pensar, d’entrada, que hi haura coses que variaran. A continu-
acio s’estudien les variacions de la distancia de I’enllag¢ Mo-Se /S i les distancies

de 'enllag que es forma i es trenca en la protonacié i desprotonacié del Se/S.
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4.6.1 Distancia Mo-Se i Mo-S

La distancia d’enllag entre el metall i el seleni o sofre és d’esperar que varii al
llarg de la reacci6. En els dos models 'augment o disminuci6é d’aquesta sembla
tenir relacié directe amb l’estat d’oxidacié del molibde. Es a dir, quan el molibde
esta més reduit, la distancia que el separa del seleni/sofre és més gran i quan

aquest d’oxida, la distancia disminueix.

Intermedi Mo-Se Mo-S Estat d’oxidacié

A 2487  2.359 +4
tsAB 2536 2419 -

B 2,632 2.525 +6
C 2.627  2.504 +6
tsCD 2.622 2483 +6
D 2507  2.379 +6
E 2445 2318 +5
F 2453 2.323 +4

Taula 8: Relaci6 entre la distancia de I’enlla¢ Mo-Se/S, en A, ilestat d’oxidacié

del molibdeé

Aixi doncs, en el model amb seleni, quan comenca la reacci6 la distancia
entre ambdoés atoms(Mo-Se) és de 2.487 A i augmenta en la primera etapa fins
als 2.632 Ade l'intermedi B, quan l’estat d’oxidaci6é del molibde és +6 i el seleni
esta protonat. A partir d’aqui, la distancia comencga a disminuir fins arribar als
2.445 Ade l'intermedi E. En el darrer punt, intermedi F, augmenta un xic, aixo
podria ser degut a la desastabilitzacié que origina la protonacié de I'OH.

En el model amb sofre s’observa un comportament que segueix el mateix
patré. Les distancies en general sén més curtes degut a les caracteristiques

propies del sofre respecte el seleni pero, pel que fa al comportament de 'enllag
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S-Mo podem dir que es comporta igual que 1’enlla¢ Se-Mo. La Taula 8 resumeix
les distancies d’enllag tant per al model amb seleni com per al model amb sofre

i les compara amb els diferents estats d’oxidacié del molibde.

4.6.2 Protonaci6 i desprotonacié del Se/S

En aquest apartat no es poden remarcar diferencies destacables entre el model
amb seleni i el model amb sofre. Si bé és cert, com comentava a 'apartat ante-
rior, que amb sofre les distancies sén inferiors que amb seleni (degut al menor
radi atomic del sofe). A banda d’aix0, els models amb els dos elements tenen el

mateix comportament, tal com es recull en la taula 9.

Se/S-H H-C H-N
Se S Se S Se S
tsAB  1.700 1.595 1471 1.441 - -
B 1.487 1.359 - - - -

C 1.537 1.422 - - 1.827 1.738
tsCD 1.547 1.495 - - 1.771 1.529
D 2.335 2200 - - 1.051 1.052

Taula 9: Distancies, en A, en la protonaci6 i desprotonacié del seleni i del sofre.
La distancia Se/S-H correspon a la distancia entre el Se/S i I'H del substrat, la
distancia H-C correspon a la distancia entre 1'H i el C del substrat i, la distancia

H-N, correspon a la distancia entre el Hil’N de l'anell d"imidazol.

Hi ha una petita diferencia en les estructures obtingudes pel sofre i el seleni
en l'intermedi D: la rotacié de 1’anell d’imidazol, que és diferent. Aixo és de-
gut a que en aquest punt hi ha molts intermedis, amb diferencies energetiques

irisories, que es generen rotant aquest anell.
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A B

Figura 19: Diferencia en la rotacié de I'anell d'imidazol en l'intermedi D pel

model amb seleni (A) i pel model amb sofre (B)
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5 Conclusions

e El nostre estudi computacional del cicle catalitic de la format deshidro-
genasa H confirma la validesa qualitativa del mecanisme proposat per

Boyington i col-laboradors a partir de dades experimentals.

e Només hi ha dues etapes del cicle catalitic amb barreres energetiques sufi-
cients per discriminar entre l’eficiencia de diferents mutacions de I'enzim:

la desprotonaci6 del formiat i I’'oxidacié del molibde.

e L'enzim natiu, amb selenocisteina, té una barrera més alta per a la des-
protonacié del formiat que 1’enzim mutat, amb cisteina. Aixo es deu a la

superior afinitat protonica del sofre respecte del seleni.

e L'enzim natiu, amb selenocisteina, té una barrera més baixa per a I’'oxida-
ci6 del molibde que I'enzim mutat, amb cisteina. Aixo es deu a la menor

electronegativitat del seleni respecte del sofre.

e L'etapa de 1'oxidaci6 del molibde presenta una barrera més alta que la de

desprotonacié del formiat, i decideix doncs l'eficacia del cicle catalitic.

e Els nostres calculs sobre un sistema model reprodueixen doncs 1'observa-
ci6 experimental d’una major eficacia del residu selenocisteina en aquest
enzim, i l’expliquen a partir de la diferéncia de potencials de reduccié en-

tre seleni i sofre.
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