Estudi estructural de les cicloamiloses

10.11COMPORTAMENT GENERAL DE LES CICLOAMILOSES

ESTUDIADES

10.11.1PARAMETRES ESTRUCTURALS

Tenint en ment les estructures concretes que pot adoptar cada cicloamilosa, les
quals sbn molt variables, com hem observat, ja podem passar a analitzar globament els
resultats obtinguts. Primerament comentarem, un a un, €ls parametres estructurals
analitzats. Els resultats experimentals d’ aquests parametres corresponen a la geometria
tipica de les ciclodextrines; €l con truncat, pero ja hem vist com en els calculs de les CA
aquesta forma no es manté en les CA magjors, i ja en les CA comunes presenta
desviacions estructurals importants. Aixi doncs les diferéncies dels resultats calculats

amb els experimentals provenen basicament d’ aguest fet.
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Dist O4---04 Fase gas En soluci6 aquosa Experimental
A) (raigs X)
cicloamilosa| avg devn max min | avg dev max min avg max min
CA6 442 016 490 381 433 017 489 365 4235 4298 4.158
CA7 441 020 493 366 432 020 495 358 438 4499 4.267
CAS8 464 012 507 4.07| 444 018 503 370 4502 4592 4.433
CA9 449 017 497 379 443 021 503 376 4489 4734 4.262
CA10 455 017 500 372 449 017 508 364 4488 463 436
CAll 468 012 507 4.00 462 016 514 3.9
CA12 444 015 49 368 453 019 510 379
CA13 453 018 497 373 456 016 512 389
CA14 442 017 493 377 455 018 513 381 454 461 445
CA26 469 019 516 4.01] 461 017 518 3.98
CA26¢rys 448 020 499 380 438 017 495 372
CA28 463 019 514 392 462 016 516 393

Taula 31 Valors de la distancia entre els oxigens glucosidics de glucoses adjacents en
cada CA: calculats en fase gas, en solucio aquosa i comparats amb els experimentals de

raigs X.

A la Taula 31 podem observar €ls valors que adopta la distancia entre €els
oxigens glucosidics. Si ens fixem en els resultats experimentals (tercera columna)
observem com la distancia augmenta de CA6 a CA8 i després és manté a uns 4.5 A,
aixo és degut a que a mesura que augmenta el nombre de residus de la CA, €l cercle
esdevé més gran i els oxigens s’ han d’'alunyar si es vol mantenir |’ estructura. Els valors
obtinguts dels nostres calculs, tant en fase gas com en solucié (primera i segona
columna respectivament), presenten uns valors mes homogenis per totes les CA, amb
desviacions grans degut a que poden adoptar nombroses conformacions. Si que es pot
observar que en CAS8 tenim distancies més grans que en CA6 i CA7, pero en les CA
majors ja no es noten canvis degut a que no adopten la forma de con truncat. Es
important ressaltar que la CA26c¢crys, en fase aguosa sobretot, presenta una distancia
molt més curta i similar ala de la CA7 experimental, com ja hem vist en les figures la

CA26crys manté unamicalaformade I’ estructura cristal -linai aquesta esta formada per
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helixs d' unes sis glucoses per volta, és a dir, que els oxigens glucosidics es veuen
obligats a estar més proxims degut a aquesta estructura, en canvi, en les atres CA

I’ estructura és més lliure i més oberta, i €ls oxigens ja es troben més allunyats.

Dist 02--03 Fase gas En soluci6 aquosa Experimental
A) (raigs X)
cicloamilosa| avg devn max min | avg dev max min avg max min
CA6 435 043 549 298 432 031 531 303 2981 3150 2.902
CA7 439 048 548 301 423 038 532 307, 2884 2978 2.801
CA8 438 026 543 350 472 028 555 329 2823 2911 2765
CA9 482 040 572 335 477 049 572 307, 2906 3234 2741
CA10 496 024 572 391 472 033 554 312 2927 301 285
CAll 439 024 542 360 446 031 544 3.06
CA12 421 018 513 335 443 051 552 283
CA13 448 026 549 359 464 031 555 308
CA14 472 031 554 360 469 052 567 275 283 290 276
CA26 462 038 559 344 459 041 556 311
CA26crys 442 042 545 318 458 035 546 3.19
CA28 464 034 560 328 427 045 551 289

Taula 32 Vaors de la distancia entre els oxigens secundaris (O2 i O3) de glucoses
adjacents en cada CA: calculats en fase gas, en solucié aguosa i comparats amb els

experimentals deraigs X.

A la Taula 32 podem observar €ls valors que adopta la distancia entre €ls
oxigens secundaris de glucoses adjacents, aquests son els que poden formar enllag
d’ hidrogen entre ells. Si ens fixem en els resultats experimentals (tercera columna)
observem com els valors son petits, és a dir que existeixen enllacos d hidrogen, o més
aviat una xarxa cooperativa d’enllacos entre les glucoses adjacents. Les distancies
obtingudes en els calculs sdn molt més grans, tot i que la distancia minima és del ordre
de 3 A i ésindicativa d’ enllag d’ hidrogen, aquests no es mantenen si no que es fan i es
desfan continuament. També es pot observar com CA6, CA7 i CA8 (en menor grau)

tenen valors promig més petits que la resta de les CA, aixo ens indica que tenen més
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tendencia a formar enllagos d hidrogen entre glucoses veines (conserven | anell
d enllagos d hidrogen O2:---O3) que la resta de les CA, les quals degut als seus
replegaments poden formar enllagos amb glucoses més alunyades en la cadena. Trobem
altres CA amb distancies curtes, com és el cas de la CA12 en fase gas, aguesta adopta
una estructura plegada en dos molt simétrica, de manera que en cada un dels costats del
plec es manté I'anell d enllacos d hidrogen O2---0O3, i per tant la distancia promig
resultant és més curta.

Ara bé a cas parlar dels enllagos d hidrogen intramoleculars presents en cada
cicloamilosa estudiada. A la Figura 76 podem observar com e nombre d enllacos
d  hidrogen augmenta a mesura que augmentem el nombre de residus de glucosa de cada
CA (primera grafica), fet bastant 16gic degut a que hi ha més grups hidroxils presents.
La informacié important I'extraiem de la segona grafica, e nombre d enllacos
d’ hidrogen per glucosa, observem com les ciclodextrines comunes (CA6, CA7 i CA8)
presenten un nombre creixent denllagos d hidrogen, coherent amb els resultats
experimentals que donen distancies més curtes d enllag d’ hidrogen (entre O2---O3) en
direcci6 CA6—> CA8. En CA9 ja es trenca la cooperacié d enllag d hidrogen O2:---O3
degut a que I’ estructura es deforma, i aixi hi ha menys enllacos d’ hidrogen per glucosa.
EnlaCA10, i enles CA mgors, les estructures ja presenten plegamentsi desplegaments
meés pronunciats que permeten la formacio d enllagcos d hidrogen entre residus de
glucosa més alunyats, aixi, encara que no presentin els enllagos O2---O3 en presenten
molts més i en total tenen més enllacos d' hidrogen que les CA comunes. Un cas que es
veu diferent és e de la CAll, aquesta presenta molt menys nombre d enllagos
d hidrogen, perd ja hem vist en les figures com la CA11 no es plega gairebé gens i per
tant no forma enllagos entre glucoses Ilunyanes, com si que fan les altres CA. També

S observa com la CA26 (en les dues simulacions realitzades) és la que presenta major
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nombre d’ enllagos d’ hidrogen per glucosa, recordem gue aquesta CA presenta un major
grau de replegament que situa les glucoses més compactament i per tant hi ha més

facilitat de formar enllagos d’ hidrogen.
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Figura 76 Grafiques indicatives del nombre d enllagos d' hidrogen intermoleculars en
cada CA estudiada (en soluci6 aguosa). La primera grafica és el nombre total d enllacos
presents en cada CA i la segona grafica és el mateix valor pero dividit pel nombre de

glucoses de cada CA.
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Angle Fase gas En soluci6 aquosa Experimental
C-0-C (raigs X)
cicloamilosa| avg devn max min | avg devn max min avg
CA6 11529 2.66 125.00 106.81|115.22 2.61 124.04 106.35 119.0
CA7 11510 2.44 123.75 106.11|115.28 2.64 124.72 106.31 117.7
CA8 114.33 2.14 123.39 106.07|115.64 2.58 124.64 106.54 112.6
CA9 11539 2.38 123.68 107.54|115.30 2.58 124.30 106.64
CA10 |114.80 1.76 124.13 106.76/115.11 2.61 125.39 105.80
CA11 |115.05 1.66 124.22 106.37|115.30 2.58 124.81 106.13
CA12 |11524 1.69 123.69 106.52|115.12 2.65 124.21 106.15
CA13 [115.00 1.79 124.06 107.35|114.65 2.59 124.23 106.18
CA14 11520 2.51 123.89 106.60|114.65 2.59 124.24 105.10
CA26 |11522 2.15124.20 106.84/114.79 2.53 123.83 106.11
CA26crys |114.54 2.18 123.82 106.61{114.79 2.53 123.86 105.80
CA28 11492 2.22123.80106.37/114.93 2.60 124.49 105.64

Taula 33 Vaors de I’angle glucosidic en cada CA: calculats en fase gas, en solucio

aquosa i comparats amb els experimentals deraigs X.

L’angle de I’ enllag glucosidic, Taula 33, presenta molt poca variacio i en tots els

casos és de 115 graus, valor que correspon al’angle de I’amilosa lineal. En €ls resultats

experimental's, en canvi, observem com I’ angle és major per la CA6 i vadisminuint fins

a un valor prou petit en la CA8, aix0 és degut a la forma circular de les CA comunes

que les obliga a adoptar aquests valors. En les CA calculades no es manté la forma

circular i per tant I’angle pot adoptar el seu valor ideal (115).
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Angle Fase gas En soluci6 aquosa Experimental (raigs X)
04.-04.-04
cicloamilosa| avg devn max min | avg dev max min avg max min
CA6 11852 856 146.00 88.65(114.73 6.51141.27 86.23) 1199 1223 116.9
CA7 123.39 16.78 155.63 85.45/116.67 7.69 143.32 94.28| 1283 1325 1252
CA8 124.83 5.75145.74 100.56|123.46  6.88 150.03 97.75| 1349 1369 1335
CA9 123.14 13.40 155,57 89.15/125.67 10.53 160.04 99.05| 136.6 1499 1257
CA10 12594 10.21 146.65 97.79|120.96 8.03152.60 93.02| 1382 1459 126.7
CAll 134.16 5.41 153.97 107.66/135.32 8.23 162.47 105.11
CA12 121.09 4.63143.16 97.11|/126.84 13.65 160.54 94.15
CA13 130.24 12.45152.08 97.62|127.56 10.08 162.41 99.57
CAl4 11948 7.19 146.35 96.38/126.05 9.12 159.26 97.30| 1382 1425 131.6
CA26 128.73 12.84 155.50 98.94/131.50 8.69 164.39 104.90
CA26crys |134.63 12.94 161.07 104.33|122.74 8.55 151.69 96.51
CAZ28 131.13 10.26 160.74 103.53(134.75 10.20 166.67 105.34

Taula 34 Valors de I’angle entre els oxigens glucosidics en cada CA: calculats en fase

gas, en solucio aguosai comparats amb el's experimentals de raigs X.

En els resultats experimentals I’angle entre els oxigens glucosidics, tercera

columna de la Taula 34, va augmentant de CA6 a CA8 i després es manté constant.

Aix0 és degut, igual que en I’ anterior cas, alaformacircular deles CA comunes que les

obliga a adoptar aguests valors; la CA6 ha d’ adoptar valors molt petits per mantenir la

forma circular, la CA8 en canvi I’ha d’ adoptar molt més gran. En els nostres calculs

podem observar com de CA6 a CA8 |’ angle també augmenta pero té una variacio molt

major. Per a les altres CA el comportament no es igual (I’angle no augmenta amb €l

nimero de residus), ja que no es manté laformacircular i per tant I’ angle pot adoptar un

valor més lliure que fluctua molt més, de 90 a 160 graus.
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Diedre Fase gas En soluci6 aquosa
04--04.-04--04

cicloamilosa diedre dev diedre dev
CA6 -0.38 16.06 -3.76 10.64
CA7 -2.42 28.64 -3.00 15.58
CAS8 -1.78 13.22 1.09 13.63
CA9 39.68 33.52 -3.10 28.19
CA10 33.90 28.83 -12.59 19.33
CA11 -37.98 16.44 -0.18 23.72
CA12 15.89 17.49 17.50 38.75
CA13 24.60 29.56 -13.69 27.16
CA14 13.06 15.78 10.57 34.25
CA26 33.14 29.25 15.51 27.48
CA26crys -17.71 34.42 -13.92 18.56
CA28 21.39 34.37 -6.32 31.80

Taula 35 Valors del diedre format pels oxigens glucosidics en cada CA: calculats en

fase gasi en soluci6 agquosa.

El diedre format pels oxigens glucosidics ens indica la coplanaritat d’ aquests, en
les dades experimentals, seguint la teoria del con truncat, és de O graus, tots els O4 es
troben en el mateix pla. Pero els valors resultants dels calculs, Taula 35, ens indiquen
que la coplanaritat es manté només en les ciclodextrines comunes i encara amb una gran
desviacio, pot adoptar moltes més formes com ja em vist en les figures, i € valor de
diedre proper a zero prové d una mitjana, €s a dir que en global € diedre pot ser nul
perd cada glucosa té una certa inclinacio (unes endavant i altres endarrera). A partir de
la CA9 la desviacidé ja és molt major i es perd la coplanaritat, obtenim valors dels

diedres de tot tipus (de —180 a 180), rad per laqual la mitjana no té cap sentit.
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Diedre Fase gas En soluci6 aquosa
Flip
03:-C4.--C1.--02

cicloamilosa diedre dev diedre dev
CAB -11.03 17.06 -13.97 11.52
CA7 -13.69 30.76 -11.71 17.96
CAS8 -61.69 10.87 -7.99 15.40
CA9 -9.11 26.14 -19.37 23.57
CA10 -21.06 13.01 -24.71 16.07
CAll -11.35 14.07 -14.57 17.29
CA12 -22.82 10.46 -24.61 27.20
CA13 12.30 15.37 -28.24 23.52
CA14 1.30 15.14 -30.12 25.39
CA26 -10.72 21.98 -22.54 17.84
CA26crys -50.40 29.30 -22.39 18.63
CAZ28 -2.93 22.13 -24.79 24.60

Taula 36 Valors del diedre de flip en cada CA: calculats en fase gasi en solucio aguosa.

El diedre flip, Taula 36, ens indica la posicio relativa entre els hidroxils
secundaris de glucoses adjacents; per ales CA en forma de con truncat aquest angle és
proper a zero, i és de 180 quan hi ha una glucosa invertida (amb I’ hidroxil primari ala
posicio dels secundaris). Lluny d'aguests valors tan clars, en els calculs obtenim
variacions molt grans, com ja he vist en les figures tenim deformacions de |’ estructura
de con jaen la CAG6. Igua que en € diedre anterior, les variacions son molt grans i €l
valor promig del diedre no té cap sentit. Analitzant els valors d’ aquest diedre per a cada
residu de glucosa a llarg de la simulacid, obtenim que la majoria de valors es troben al
voltant de zero (glucoses adjacents en la mateixa linia), de 120 (inclinades cap endins) i
de -120 graus (inclinades cap enfora) per atotes les CA estudiades. A partir dela CA1l
apareix una nova franja de valors a voltant dels 180 graus (glucoses invertides) que es
conserva en totes les CA excepte en la CA26 que manté una mica la forma cristal -lina.

Com aexemple esmostrael casdelaCA13i laCA28 en solucié aquosa, alaFigura 77.
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Figura 77 Vaors que adopta I’angle flip en la simulacié6 de CA13 (a sobre) i de la

CAZ28 (a sota) ambdues en soluci6 aguosa. Mgjoritariament concentrats en 120, 0i —120

graus, amb alguns propers a 180.
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Diedre Fase gas En soluci6 aquosa Experimental
C1--04-C4-C3 (raigs X)
cicloamilosa diedre dev diedre dev diedre

CA6 89.71 16.76 24.68 10.05 128.8
CA7 94.73 27.85 90.68 14.88 127.6
CA8 111.00 9.03 114.12 12.57 127.1
CA9 84.27 22.60 108.78 18.07 124.7
CA10 85.12 8.80 78.81 14.48 106.1
CAl11 83.23 9.82 70.75 12.30
CA12 44.22 7.84 135.85 19.67
CA13 117.71 12.85 87.40 21.35
CAl4 95.30 10.39 95.22 20.34 112.6
CA26 87.30 15.49 73.85 12.48

CAZ26crys 91.00 22,51 54.17 14.69
CA28 54.30 16.41 94.67 16.53

Taula 37 Vaors del diedrey en cada CA: calculats en fase gas, en solucié aquosa i

comparats amb els experimentals deraigs X.

Diedre ¢ Fase gas En soluci6 aquosa Experimental
01-C1.-04-C4 (raigs X)
cicloamilosa diedre dev diedre dev diedre
CA6 78.15 1171 82.70 9.84 109.2
CA7 79.98 16.39 89.03 14.42 109.8
CA8 70.17 9.67 68.71 11.04 108.9
CA9 59.98 11.78 70.98 16.92 1121
CA10 61.84 9.07 60.09 12.10 9.4
CAl1 79.42 7.76 89.88 11.65
CA12 87.18 7.62 81.07 23.67
CA13 85.67 11.15 67.55 11.86
CAl4 68.06 9.09 65.07 19.39 103.4
CA26 79.76 16.30 71.87 14.27
CA26crys 77.58 15.56 75.33 11.17
CA28 61.32 1511 82.97 18.05

Taula 38 Vaors del diedre f en cada CA: calculats en fase gas, en solucié aquosa i

comparats amb els experimentals de raigs X.

Els diedres que normament s utilitzen per a obtenir |’ orientacio relativa entre
glucoses veines son y i f. Les glucoses es troben en la mateixa orientacio si aquests

diedres es situen entre 97 1 135 per y i entre 94-110 per f , i estan invertides si agquests
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son de 65 a 69 per y i de 82 a 84 per f. Com es pot observar en els resultats
experimentals, terceracolumnade laTaula37 i delaTaula38 pery i f respectivament,
les glucoses es troben en orientacio “normal”, és a dir, com es dibuixen sempre les
ciclodextrines. En canvi, els valors obtinguts dels calculs ens mostren una gran
variabilitat de diedres per totes les CA, ja en la CA6 els diedres es desvien dels
experimentals, primera grafica de la Figura 78, i tenim altres tipus d’ orientacions, com
jaem observat en les estructures. Per a CA més grans ja hi ha molta més variacio i els
diedres poden agafar valors de —180 a 180 en cada cas, segona grafica de la Figura 78.

Aixi doncs, els valors promig dels diedres tampoc tenen cap sentit.
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Figura 78 Variacié del diedrey (eix X) respecte f (eix Y) en les smulacions de CA6

(sobre) i CA28 (sota) en solucié aquosa.
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NOTA: Es important ressaltar que el programa CARNAL (per analitzar les distancies,
angles i diedres) ens dona valors promig (avg), € vaor minimi el valor maxim (min. i
max.) i la desviacié estandard (dev) per cada parametre de cada glucosa. Aixi per la
CA28 obtindrem el valor promig de la distancia O2---O3 (per exemple) entre cada una
de les glucoses; vint-i-vuit valors promig de distancia, i els corresponents minim,
maxim i desviacio. En les taules presentades es mostra la mitjana de valors de totes les
glucoses d' una CA, per tant, els valors maxim i minim no tenen sentit estricte, sén una
aproximacio. El valor promig té sentit en aquells parametres que no varien massa en
cada glucosa, com és e cas de les distancies i dels angles. En canvi, pels diedres, cada
glucosa pot tenir un valor diferent (de —180 a 180) i aleshores la mitjana ja no té sentit.
Els valors de desviacié presentats son prou indicatius, també son una mitjana de la

desviacid que presenta cada glucosa, pero totes tenen una desviacio similar.
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10.11.2 ENERGIA PEL METODE MM/PBSA

També s'ha avaluat, per a cada CA, la seva energia pel metode MM/PBSA. Els
resultats es mostren ala Taula 39 per les CA enfasegasi ala Taula 40 per les CA en
soluci6 aquosa. S han dividit els valors energetics obtinguts per cada CA pel nombre de
glucoses que la conformen, per tal de comprovar si s observa variacié d’energia per

glucosa (i quin/sterme/s) en les diferents CAs.

fase gas CAG CAT7 CA8 CA9 CA10 CAl CA12 CA13 CAl1l4 CA26 CA26crys CA28

pfrep” 2000pg10 2000ps10  2000ps/10 2000ps/l0 5000ps/25 5000ps'25 ~ 5000ps'25 ~ 5000ps/25  5000ps’25 5000ps’25 5000ps/25  5000ps/25
Eelectrostat 139.7 159.9 180.6 2084 2318 246.1 248.8 286.5 3114 5812 569.7 620.2
Evdw 12.7 11.7 205 111 9.0 6.2 0.9 10.5 57 -16.8 -15.3 -18.4
Einternal 183.9 190.8 2116 2461 2345 264.2 295.0 318.0 2931 7282 679.7 769.7
Egas 336.3 362.4 412.7 4656 4753 516.5 544.8 615.0 610.2 12926 12341 13715
desviacio 9.0 36.1 424 38.6 46.5 62.1 70.1 63.8 232 959 88.8 89.7

per glucosa | CA6 CA7 CA8 CA9 CAl10 CAl CA12 CA13 CAl4 CA26 CA26crys CAZ28

Eelectrostat 233 22.8 226 232 232 22.4 20.7 220 222 224 219

Evdw 21 17 2.6 12 0.9 0.6 0.1 0.8 0.4 -0.6 -0.6
Einternal 30.6 27.3 265 273 235 24.0 24.6 24.5 209 280 26.1
Egas 56.0 51.8 516 517 475 47.0 454 47.3 436 497 475

* Ps/freq representa el temps de simulacié (en ps) utilitzat en cada CA i la frequiéncia
amb gquée s’han analitzat les estructures. Per exemple 2000/10 significa una simulacio
de DM de 2000 ps i s’ha analitzat una de cada 10 de les 2000 estructures guardades,
unes 200 estructures per fer el calcul MM/PBSA.

Taula 39 Resultats de MM/PBSA (tot en kcal/mol) obtinguts per cada cicloamilosa en
les dinamiques en fase gas. També es presenten els mateixos resultats en funcié del
nombre de glucoses de cada cicloamilosa, és a dir I’ energia mitjana d’ una glucosa en

cada cicloamilosa
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fase aquosa | CA6 CAT7 CA8 CA9 CA10 CAl CA12 CA13 CAl4 CA26 CA26crys CA28
ps/freq 2000p$10 2000ps/10  2000p$'10 2000ps/10 5000p§'25 5000ps/25 — 2370ps/10  2610pg10  5000ps/25 2598ps/25 3607ps/25  5000ps/25

Eelectrostat 1713 198.6 236.1 2640 2889 3274 3525 3755 4052 7403 743.2
Evdw 11.3 12.7 134 163 7.6 28.5 17.6 11.4 130 205 -6.6
Einterna 1828 2132 2457 2727 3022 3338 3709 3887 4175 790.6 775.2
Egas 3655 4246 4952 5531 5987 689.7 7410 7755 8357 15514 1511.8
E(nonpolar) 6.2 6.8 7.6 8.4 85 10.6 10.2 10.6 112 185 16.6
E(PB) 21291 -1460  -171.1 -190.4 -1995 2424  -2488  -257.1  -2752 -4836  -461.2

E(solvatacid) | -1229 -139.1  -1635 -1820 -191.0 -231.9 -2386 -2465 -2639 -4651  -4446
E(PB+€lect) 422 52.6 651 736 894 849 1037 1184 1300 2567 2820
E(total,PB) 2426 2854 3317 3711 4077 4578 5023 5291 5718 10862  1067.1
desviacio 6.0 6.8 79 75 88 9.1 95 11.3 128 169 180

815.1
254
858.3
1698.8
201
-539.5
-519.4
275.6
1179.5
19.6

per glucosa | CA6 CA7 CA8 CA9 CAl10 CAl CA12 CA13 CAl4 CA26 CA26crys CA28

Eelectrostat 285 284 295 293 289 29.8 29.4 289 289 285 28.6

Evdw 1.9 18 17 18 08 2.6 15 0.9 09 08 -0.3
Einternal 30.5 30.5 307 303 302 30.3 30.9 29.9 298 304 29.8
Egas 60.9 60.7 619 615 599 62.7 61.7 59.7 59.7 597 58.1
E(nonpolar) 1.0 1.0 09 09 09 1.0 0.8 0.8 08 07 0.6
E(PB) 215 -209 214 -212 -200 -220  -207 -19.8 -19.7 -186 -17.7
E(solvatacié) | -205  -199  -204 -202 -191  -211  -199  -190  -189 -179  -171
E(PB+elect) 7.0 75 81 82 89 7.7 8.6 91 93 99 10.8
E(total,PB) 404 40.8 415 412 408 416 419 40.7 408 418 41.0

Taula 40 Resultats de MM/PBSA (tot en kcal/mol) obtinguts per cada cicloamilosa en
les dinamiques en soluci6 aquosa. També es presenten els mateixos resultats en funcio
del nombre de glucoses de cada cicloamilosa, és a dir | energia mitjana d’una glucosa

en cada cicloamilosa

En tots els casos obtenim unes desviacions bastant grans, sobretot en €l cas dela
CA en fase gas ja que aquestes tenen més mobilitat i, com hem observat en les figures,
es repleguen i estornen a desplegar. Les CA en solucid no tenen una desviacié tan gran
(tot i que ho és) ja que es mantenen plegades. S ha intentat relacionar |’ energia del
metode MM/PBSA de les CA amb la seva estructura, per exemple observant s la
variacio d energia segueix la variacio del RMS, pero no s hatrobat cap relacié aparent.
L’energia MM/PBSA presenta moltes variacions en cada estructura pero a tenir tants
atoms i parametres el resultat global no ens indica res, si per exemple una estructura

amb un cert replegament alibera tensido d’uns angles, uns altres angles o diedres o

201

291
0.9
30.7
60.7
0.7
-19.3
-185
9.8
42.1
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distancies es troben tensionats i aixi € resultat final (suma de tots) no té relacié clara

amb |’ estructura; a resultat global hi intervenen molts factors. El mateix ens ocorre en

tots els casos, perd s calculem I’energia per glucosa en cada CA (part inferior de la

Taula 39 i delaTaula 40) jaes pot observar algunarelacio entre I’ energiai € nombre

de glucoses en cada CA:

En fase gas, part inferior de la Taula 39, és on observem més variacio en els
valors segons la CA. L’ energia per glucosa es veu afectada basicament per la
energia interna (Einternal), la CA6 esta molt tensionada i és la que presenta
la pitjor energia (56 kcal/mol), per les CA7, CA8 i CA9 ja s observa una
millora energética (unes 52 kcal/mol) a poder adoptar atres estructures
menys tensionades. L’ energia per glucosa és més favorable encara de CA10
a CA14 (unes 47), sobretot en CA12 (45.4 kcal/mol, degut a una millor
energia electrostatica, a causa del seu plegament en dos simétric que manté
els enllagos d hidrogen) i en la CA14 (43.6 kcal/mol, en aquest cas per una
energia interna molt menys desfavorable, ja que S enrotlla sobre si mateixa a
desplegar-se per aliberar tensié). En les CA magjors |’ energia augmenta una
mica Situant-se a unes 50 kcal/mol, amb un petit descens per la CA26 partint
de I’ estructura cristal-lina (47.5 kca/mol, presenta millor energia interna i

electrostatica que la CA26).

En solucié aquosa |’energia per glucosa, part inferior de la Taula 40,
presenta molta menys variacio respecte la CA, els valors son més constants.
L’energia total, E(total,PB), es manté en totes les CA a unes 41 kcal/mol.

Degut a I’ energia de solvatacio polar, E(PB), favorable (unes —20 kcal/mol
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en totes les CA) I'energia per glucosa obtinguda de les ssimulacions en

solucié aguosa és sempre més favorable que I’ energia de les simulacions en

fase gas.
Energia per CA en solucid diferéncia
glucosa CA en fase gas aquosa aigua - gas
kcal/mol | promig desviacié | promig desviacio
Eelectrostat 224 0.7 29.0 0.4 6.6
Evdw 0.7 11 13 0.7 0.6
Einternal 25.9 2.6 30.3 04 4.4
Egas 49.0 34 60.6 13 11.6
E(nonpolar) 0.9 0.1 0.9
E(PB) -20.2 1.3 -20.2
E(solvatacid) -19.4 1.2 -19.4
E(total,PB) 49.0 34 41.2 0.5 -7.8

Taula 41 Promig i desviacio estandard de I’ energia MM/PBSA per glucosa de totes les

CA, enfasegasi en soluci6 aguosa, i la diferencia entre aguestes.

Es poden observar variacions entre el promig de I’ energia per glucosa de les CA
en fase gasi de les CA en solucié aquosa, Taula 41. Els valors de desviacio estandard
ens mostren que lavariacio de I’ energia per glucosa en cada CA és important nomeés en
el cas de les ssimulacions en fase gas (amb una desviacio de 3.4) i sobretot degut a la
desviacio en I’energia interna. En solucié aquosa |’ energia total per glucosa és més
favorable (-7.8 kcal/mol) que en fase gas. En fase gas tenim una millor energia
electrostatica (6.6 kcal/mol millor que en solucid aquosa) i una millor energia interna
(4.4 kcal/mol) pero I’ energia de solvatacié polar capgira el resultat i fa que les glucoses
en soluci6 aguosa presentin millor energia que en fase gas.

Al posar la CA en solucio es trenquen i disminueixen els enllacos d’ hidrogen
entre glucoses provocant la pérdua d’ energia electrostatica pero afavorint la interaccié
de la CA amb |’aigua provocant aixi la millor solvatacié. L’ energia interna és més
favorable en fase gas degut a que la seva llibertat de moviment permet plegaments i

desplegaments de I’ estructura que adapten la tensio de la CA, en canvi, en solucio
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aguosa aguest moviment es produeix pero és meés lent i costés; només es produeixen
plegaments perd no es torna a desplegar, degut a que s han de desplagar molécules
d’ aiguai també es prefereix tenir les CA plegades oferint la menor superficie a solvent,

tot i que larelacio energia-estructurano és gaire clara.

10.12DISCUSSIO DELS RESULTATS

S'ha redlitzat un estudi estructural de les cicloamiloses en fase gas i en solucié
agquosa. Es important conéixer € seu comportament per tal d’interpretar correctament
els processos de complexacio a que poden donar lloc. Per ales simulacions de dinamica
molecular s ha partit de I’ estructura de les dades cristal-lines (per ales CA comunes) i
s obté un gran ventall d’ estructures, tot i que potser no s han trobat totes les possibles ja
ens dona unaidea de les seves variacions.

Per a les CA comunes (a-, b- i gCyD, o CA6, CA7 i CAB) ja s observen
deformacions importants respecte I’ estructura de con truncat que se'ls suposa. Algunes
glucoses col-lapsen cap a I'interior resultant en estructures el -liptiques que presenten
una cavitat molt menys accessible, també hi ha algunes glucoses invertides. Aquestes
deformacions poden ocorrer, a llarg del temps, en diferents glucoses i aixi I’ estructura
promig resultant de totes les variacions es pot acabar assimilant a I’ estructura classica
de con truncat observada per raigs X.

Per ales CA majors, de CA9 a CA14, les deformacions sdn molt més importants i
jaésimpossible pensar en |’ estructura de con truncat, ni en termes d’ estructura promig.
Hi ha moltes glucoses invertides i s observen girs en la cadena. A partir de la CA10,
S acostumen a plegar en dos, estabilitzant-se per enllagos d’ hidrogen entre glucoses no

adjacents. En fase gas s acaben desplegant perd en solucio aquosa es mantenen plegades
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i no presenten cap cavitat. La CA11 no es plega, potser degut a nimero imparell de
glucoses 0 auna DM no prou llarga.

Per ales CA més grans estudiades, CA26 i CA28, els girsi replegaments son molt
variats. En fase gas S acaben desplegant resultant en una linia amb glucoses invertides i
girs. En solucié es mantenen els replegaments. L’ estructura cristal-lina de la CA26 és
una hélix doble molt simétrica amb dues cavitats clares, pero les simulacions realitzades
no ens han permes arribar aquesta estructura partint de la CA26 desplegada, si partim de
I’ estructura cristal -lina en fase gas s acaba desplegant i en solucié és manté una banda
pero es vadeformant. Tot i aixo, les caracteristiquesi girs d’ aquesta estructura es poden
observar en algunes parts de les estructures obtingudes per a les CA estudiades. Dels
nostres resultats es despren que, en € cas de la CA26, |’estructura cristal-lina no és
representativa de la conformacié en solucio, només és un patré possible de tots els que
hi ha. Potser amb I'guda d’alguna molécula motlle es podrien afavorir certes
conformacions i es podria obtenir |’ estructura cristal-lina en solucio, la molecula motlle
substituiria, en solucig, I’efecte de |I'’empaguetament cristal-li en e manteniment de
I estructura.

Aquest és un estudi preliminar i, com atal, no en podem obtenir massa informacié
clara pero si que ens indica les vies a seguir i quines descartar. L’interés en les
estructures de les CA ve promogut per la possibilitat de formar complexos d’inclusio;
les CA comunes tenen una capacitat complexant coneguda gracies a la seva cavitat, les
CA intermitges (CA9 -> CA14) presenten una estructura més deformada amb una
cavitat poc clara que podria donar lloc a complexos molt especifics que s hi puguin
encabir. Les CA mgjors (CA26 -> CA28 i més) presenten moltes varietats estructurals i
no tenen cavitat definida, tot i aixo certs replegaments en forma d’ hélix son possibles i

deixen una cavitat que pot acollir molecules, amb les molecules adequades es poden
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afavorir aquestes estructures i formar complexos d’'inclusié. Aquesta via és potser la
mMEés interessant ja que aguests complexos d’inclusié encara son desconeguts i poden
presentar propietats caracteristiques o poden diferenciar molecules prou grans per
ocupar la llarga cavitat discriminant les més petites en la formacio dels complexos. Ja
s ha observat que la CA50 (refencia 64, ala pagina 50) en preséncia d’ alcohols o acids
de cadena llarga presenta canvis que podrien ser deguts a la formacié de complexos

dinclusio.

206



Resum final

RESUM FINAL

208



Resum final

Sha estudiat I'equilibri conformacional del clorociclohexa en e cluster
tiourea/clorociclonexa. S'ha pogut reproduir |I’estructura cristal-lina dels canas de
tiourea i ssimular els moviments de les diverses molécules de clorociclohexa incloses
mitjancant la dindmica molecular. S han determinat les posicions preferents que adopta
el ciclohexa dins els canas. Els resultats obtinguts apunten a la hipotesis que la
preferéncia de la conformaci6 axial del clorociclohexa dins els canals prové del major
compactament que s obté amb aquesta conformacio.

Sha estudiat I’equilibri conformacional axial-equatorial, i les barreres
energéetiques, del ciclohexanol i del ciclohexa i la seva possible modificacio per la
formacié de complexos d'inclusié amb la b-ciclodextrina. Tot i que laMM i laDM no
sacostumen a utilitzar per avaluar barreres energetiques han resultat ser una
metodologia valida per processos simples com € flipping. L’ equilibri conformacional i
les barreres energetiques de les especies isolades s’ han reproduit adequadament. En els
complexos d'inclusid, el ciclohexanol altera completament el seu equilibri degut a la
formaci6 preferent d enllacos d' hidrogen en la conformacio axial. Tot i aixo, en €ls
estudis experimentals no sobserva diferéncia en |'equilibri conformacional del
ciclohexanol per la complexacio, cal destacar que €ls calculs han estat realitzats en fase
gas i a més els enllagos d hidrogen estan sobreestabilitzats, perd la metodologia és

adient per aavaluar barreres.

Aquests dos primers capitols, aixi com els estudis del treball de recerca, han

estat realitzats amb el programa MacroModel, els seglients han estat realitzats amb el

prograna AMBER ja que aquest permet la utilitzacié de molécules de solvent explicites
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i permet també emprar altres técniques com les pertorbacions d’ energialliure (FEP) i la

metodologia MM/PBSA per avaluar energies de complexacio.

S ha estudiat la capacitat d enantiodiferenciacido de la b-ciclodextrina per la
formacié de complexos d’'inclusi6 amb la cizolirtina i el seu carbinol precursor. Els
nostres estudis han revelat que diverses orientacions dels complexos son possibles tot i
gue algunes son preferents. L’ enantiodiferenciacio prové de I’ estructura mitjana dels
complexos diastereoisomérics; la S-cizolirtina es troba més inclosa que la R-cizolirtinai
presenta una orientacio preferent, aixi, en promig, suporten diferents entorns quimics.
En els complexos amb carbinol la diferéncia entre estructures és menor i per tant
presenta menys enantiodiferenciacié, com també s’ observa experimental ment.

S ha estudiat la diferéncia en |’ energia de complexacio d’ una molécula amb una
funcid ester front una amb una funcié amida en la complexacié amb un dimer de b-
ciclodextrina unit per un pont disulfur. Mitjancant DM, FEP i MM/PBSA s ha arribat a
les mateixes conclusions; la major estabilitat de la complexacié de I’ ester proveé de la
major solubilitat de I'amida (I’ ester és menys soluble i té més tendencia formar el
complex) i d’una energiainterna desfavorable en e complex de I’amida degut a que les
millors interaccions guest-host d’ aquest forcen el complex a tensionar-se.

Sha estudiat la complexacio del bisadamantil-fosfat amb una o dues b-
ciclodextrines i amb un dimer d’ aquestes unides per un pont disulfur, per tal d’ estudiar
I’ efecte quelat. S ha determinat la geometria preferent de cada complex i la sevaenergia
i interaccions mitjancant DM i MM/PBSA. L’ entalpia de formacié del complex quelat
(amb el dimer unit pel pont disulfur) és més favorable que la complexacié amb dues
ciclodextrines degut a la pérdua de solvatacié i |'energia interna desfavorable del

complex amb les dues CyD.
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Sha reditzat un estudi tedric de I’estructura i comportament de les
cicloamiloses comunes i de CA majors, tant en fase gas com en solucid. Les CA
comunes presenten estructures diferents del con truncat que se'ls acostuma a assignar,
meés replegades. Les de tamany major encara presenten més plegament i girs. Els
enllagos d’ hidrogen entre glucoses adjacents no es mantenen i se'n formen d'altres, la
cavitat tipica de les ciclodextrines tampoc és manté. Les estructures cristal-lines no
corresponen a les estructures calculades en solucié; en les CA comunes es pot
contemplar I’estructura cristal-lina com un promig de les possibles estructures en
solucig, pero en les CA més grans s observa meés variacio estructural i la diferencia és
notable, com en la CA 26 que no manté I’ estructura cristal-lina en soluci6 a no presentar
I’efecte  d’empaquetament cristal-li. Les CA grans ens obren una nova via
d investigacio; presenten moltes possibilitats de plegaments i girs caracteristics que es
poden afavorir si es formen complexos d'inclusié amb les molécules adients, com ara

acids o alcohols de cadenallarga.

Finalment, cal destacar que els temes desenvolupats en aquest treball estan en

continu estudi i desenvolupament, per exemple:

- Nous usos de dimers de ciclodextrina com a agents d’ analisi de tumors™®.

- Noves técniques que ens permetran realitzar comparacions més fiables entre
les dades teodriques i les experimentals dels complexos d'inclusio, la
magnitud i direccié del dicroisme circular induit es pot relacionar amb
|’ orientaci6 d’ una moléculadinsla CyD®’, també es pot relacionar una major

o menor discriminaci6 quiral amb la conformacié que adopta el complex®.

% Edwards, W.B.; Reichert, D.E.; d’ Avignon, D.A.; Welch, M.J.; Chem. Commun., 2001, 1312.

8 Mayer, B.; Zhang, X.; Nau, W.M.; Marconi, G.; J. Am. Chem. Soc., 2001, 123, 5240.
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- El camp dels complexos amb les cicloamiloses grans és nou i esperancador i
ja es comencen a descobrir casos de complexacido amb CA50 per exemple
(referencia 64, ala pagina 50).

- Les metodologies i tecniques de calcul també es van desenvolupant i
N’ apareixen de noves, €ls ordinadors també guanyen capacitat de calcul, de
manera que cada cop es poden estudiar processos més complexosi en temps

més similars als reals.

% Hembury, G.; Rekharsky, M.; Nakamura, A.; Inoue, Y.; Org. Lett., 2000, 2 (21), 3257.
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? Els equilibris conformacionals axial/equatorial dels ciclohexans monosubstituits

estudiats no es veuen afectats per laformacié de complexos d’inclusié.

? L’ enantiodiferénciacié, per la complexacié amb b-ciclodextrina, del carbinol i de la
cizolirtina estudiats és deguda a diferéncies en la geometria promig dels complexos amb
Ri S, i no adiferencies energetiques.

? El procés de reconeixement molecular, per la complexacié amb un derivat dimeric de
la b-ciclodextrina, de I’ ester i I’amida estudiats és consequiencia de la solubilitat de les
especiesisoladesi dela“tensio interna’ dels complexos.

? L'efecte quelat estudiat és degut a terme entalpic i prové de la solubilitat i de

I’ energiainterna dels complexos.

? Les estructures cristal-lines de les cicloamiloses estudiades no corresponen a les

estructures calculades en fase gas i en solucid aguosa. En les cicloamiloses comunes es
pot contemplar |’ estructura cristal-lina com un promig de les possibles estructures en

solucio, pero en les cicloamiloses més grans s observa més variaci6 estructural .

® Com a conclusions de la metodologia emprada podem destacar que la MM i la DM

son eines Utils per al’ estudi dels complexos d’'inclusié. Un metode molt simple com el
MM/PBSA ens ha resultat molt Util per avaluar energies de complexacié i ens
proporciona valuosa informacio, tot i que convé contrastar-la i confirmar-la amb
informacions obtingudes d’ altres analisis com FEP, DM, enllagcos d hidrogen. En tots
els calculs redlitzats s'ha d' ésser sempre molt conscient de les aproximacions i les

limitacions de cada metodologiaal’ horad’ avaluar els valors obtinguts.
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11 METODES DE CALCUL

Fa tan sols una quinzena d’ anys, la modelitzaci¢® molecular, que inclou totes les
metodologies que seguidament es descriuen, estava restringida a un petit nombre de
cientifics que tenien accés as programari i maquinari necessari, havent-se de crear €els
seus programes i el seu sistema d ordinadors aixi com mantenir-los. Actuament, les
estacions de treball sdn més poderoses i relativament barates; |’ aveng del PC també fa
gue siguin Utils per a fer tasques abans restringides a les supercomputadores, a un preu
molt inferior. El programari necessari és facil d’ obtenir comercialment, basicament la
dificultat esta en triar quin utilitzar dels disponibles, que continuen proliferant. Els
metodes de calcul s acostumen adividir en tres grans grups:

-Métodes ab initio; sdn els que utilitzen |’equacié de Schrodinger electronica, la qual
resolen mitjancant aproximacions estandard. S acostumen a utilitzar en problemes on es
tracten com a maxim uns deu atoms pesats. El programa Gaussian utilitza aguests
conceptes.

-Metodes semiempirics, son una modificacio dels anteriors, on s ometen agunes
integrals de solapament per guanyar velocitat en els calculs. Aquests ja poden tractar
problemes on intervinguin uns 50 atoms pesats. D’aquest tipus tenim els métodes
MNDO, INDO, AM1, PM3.

-Métodes empirics 0 mecanica molecular; no tenen res a veure amb I'equacié de

Schrodinger, estan basats en e model Newtonia classic. No tenen en compte els

¥ Dugas H., “Modélisation Moléculaire. Stéréochimie et analyse conformationelle”. 2éme Ed., La

Librairiede L’ Université de Montreal, (1992).

220



Metodologia

electrons. Poden tractar molecules que continguin 1000 atoms pesats. Programes amb
aquesta filosofia, per exemple, son el MM3 i AMBER.

Els dos primers sdn metodes quantics i S acostumen a aplicar per tractar
problemes de reactivitat, degut a que en aquests casos intervenen els electrons i aquests
metodes els tenen en compte. En canvi, I Ultim grup, son métodes classics i la seva
aplicacio més important és en I'analisi conformacional. Aquesta diferenciacio dels
meétodes és molt grollera i antiquada ja, degut a |I’aveng constant de les metodologies
computacionals, para-lel a I'’evolucié del programari i maquinari informatic i les
supercomputadores. Ultimament estan sorgint gran varietat de programes que inclouen
diferents metodologies, com els anomenats QM/MM (Quantum Mechanics/Molecular
Mechanics) que utilitzen la quimica quantica per tractar la part reactiva o la que conté
importants efectes electronics i 1a mecanica molecular per tractar la resta del sistema, o
els métodes ONIOM® que tracten un sistema dividint-lo en diferents capes, cada una de
les quals és tractada a diferents nivells (ab initio amb bases d alt nivell per ala capa més
interna i va reduint el nivell de la base en les atres capes fins a arribar a métodes
semiempirics o de mecanica molecular), també han avancat molt els metodes basats en
la teoria del funcional de la densitat, DFT, ja capagos de tractar sistemes amb milers

d’ atoms (com fa el programa SIESTA®).

% Svensson, M.; Humbel, S.; Froese, R. D. J.; Matsubara, T.; Sieber, S.; Morokuma, K., J. Phys. Chem.,
1996, 100, 50.

°! Sanchez-Portal D.; Ordejon P.; Artacho E.; Soler J. M.; Int. J. Quantum Chem. 1997, 65, 453.
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12 MECANICA MOLECULAR

Molts dels problemes que es volen tractar mitjancant la modelitzacié molecular son
massa grans com per a ser considerats per metodes de mecanica quantica, ja que aguesta
treballa amb €els electrons del sistema, aixi que encara que s'ignorin alguns electrons
(com es fa en els metodes semi-empirics) sha de considerar un gran nombre de
particulesi els calculs requereixen temps elevats. Els métodes de camps de forces, o de
mecanica molecular, son els utilitzats quan s ha de tractar un nombre elevat d’ atoms, i
son els metodes que hem triat per arealitzar aquesta tesi. En alguns casos, els camps de
forces ens poden donar respostes tan acurades com €ls nivells més elevats de mecanica
guantica en una fraccié del seu temps de calcul. Perd la mecanica molecular no ens pot
donar propietats que depenen de la distribucié el ectronica d’ una molecula. La mecanica
molecular va néixer I’any 1930% perd no es comenca a desenvolupar fins als anys
seixanta, quan els ordinadors foren més assequibles, com va ocorrer amb la mecanica
guantica.

El fet que la mecanica molecular ens proporcioni bons resultats és degut a la
validesa de diverses assumpcions. La primera és I’ aproximacio de Bohr-Oppenheimer
sense la qual seria impossible la sola idea d’ escriure |’ energia d’ una molécula com una
funcié de les coordenades nuclears. La mecanica molecular es basa en un model
mecanic, és a dir, considera els atoms com a masses de cert tamany i duresa
(deformabilitat), i els enllagos com a molles de diferent forca que uneixen aguestes

masses. Els valors, parametres, d aquestes forces provenen de valors experimentals

%2 Andrews, D.H., Phys. Rev., 1930, 36, 544.
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d’ espectroscopia vibracional, de difraccié de raigs X o de valors obtinguts per métodes
ab initio. Un factor clau d’un camp de forces és que els parametres siguin transferibles,
aix0 permet que un conjunt de parametres desenvolupats i provats en un nombre
relativament petit de casos sigui aplicable a un rang molt més ample de problemes. I,
encara més, els parametres desenvolupats a partir de dades de molécules petites poden
ser utilitzats per estudiar molécules molt més grans com ara polimers o proteines.

Es un simil relativament bo per tractar les molécules perd no té cap fonament
fisico-quimic; les energies obtingudes son relatives a una situacié ideal, on totes les
distancies i angles coincideixen amb els parametritzats, cada desviacio d aguesta
situacio ideal provocaun increment d energia.

Desglossa I’ energia del sistema (SE=steric energy) en un sumatori d’ altres termes

energetics.

SE = ZEg(l) + ZEpng(0) + ZEors(¢) + ZEeect ZEnp(r) + termes creuats

Cada un d aquests termes és un sumatori d’ altres subtermes. Aixi doncs, €s un
sumatori de sumatoris, i I’energia que obtindrem per un sistema de 1000 atoms sera
major que I’ obtinguda per un de deu atoms, per la simple rad que hi han més termes a
sumar. Com I’ energia aixi calculada depén del nombre d’ atoms de la molecula, només
podem comparar dades energetiques de molécules amb e mateix ndmero i tipus

d’ atoms, ja que aquesta energia esterica per si solano té cap sentit fisic.
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Es poden dividir els termes energetics que constitueixen la SE en tres grups:
- Interaccio entre atoms enllagats. avaluen I’ energia associada a les interaccions entre
atoms units per enllag quimic (stretching, bending, torsional, torsions impropies)
- Interacci 6 entre atoms no enllacats. avaluen I’ energia associada a les interaccions entre
atoms no enllacats (electrostétic, enllag d' hidrogen, van der Waals)
- Termes creuats. son refinaments dels anteriors, simulen |’ efecte entre dos dels termes
citats, per exemple el que pot tenir la variacié de lalongitud d un enllag sobre un angle

(stretching-bending).

El conjunt d’'equacions i parametres amb els quals es calculara I’energia es
coneix com aForce Field (FFLD), ésadir, camp de forces. Existeix un ampli ventall de
camps de forces per tractar diferents sistemes ja que sbn moltes les equacions i €ls
parametres que es poden emprar i també es poden incloure més o menys termes en €l
sumatori de SE. Cada camp de forces s’ ha de considerar com a una Unica entitat; dividir
I’energia en els seus components individuals no és estrictament correcte, i encara és
menys correcte agafar els parametres d'altres camps de forces i barrgjar-los amb els
parametres d’'un atre. Tot i aix0, aguns termes son suficientment independents dels
altres (sobretot elstermes d’ enllag i angle) per a poder acceptar aquesta aproximacio.
Els camps de forces més utilitzatsi e seu domini d’ aplicacio son:

AMBER (kollman)®: proteines, &cids nucleics
CHARMM (Karplus)™: proteines

CVFF (Hagler)®: cerca de freqiiéncies de vibracié

% Weiner, P.K.; Kollman, P.A., J. Comput. Chem., 1981, 2, 287.
% Karplus, M., J. Comput. Chem., 1983, 4, 187.

% Ermer, O., Struct. Bonding Berlin, 1976, 27, 161.
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ECEPP (Scherega)®: proteines
MM2%, MM3%, MM4® (Allinger): molécules organiques
BIOSYM (MSI)*®: proteines, molécules organiques

Syby! (Tripos)'®*: molécules organiques

Els termes imprescindibles que ha de tenir en compte un FFLD son els de stretching,
bending, torsional i van der Waals, a part d aquests pot contenir altres termes o termes

creuats que I’ autor del programa consideri adequats per afinar €l seus calculs.

121 CAMP DE FORCES MM3

12.1.1 ENERGIA D’INTERACCIO ENTRE ATOMS ENLLACATS

12.1.1.1 Energia de deformacio de I’esquelet molecular

La deformaci6 de I’ esquelet molecular es descriu en termes relatius a la deformacio de
les longituds d’enllag (stretching) i dels angles d’enllag (bending). Ambdds termes es
tracten de manera analoga, assumint com a situacio d’ energia minima (pres com a valor

de referéncia zero) aquella en que la distancia d’enllag (o € valor d' un angle en €l cas

% Momany, F.A.; Carruthers, L.M.; McGuire, R.F.; Scheraga, H.A., J. Phys. Chem., 1974, 78, 1595.
9 Allinger, N.L., J. Am. Chem. Soc., 1977, 99, 8127.

% Allinger, N.L.; Yuh, Y.H.; Lii, JH., J. Am. Chem. Soc., 1989, 111, 8522.

% Allinger, N.L.; Chen, K.; Lii, JH., J.Comput. Chem., 1996, 17, 642.

100 Mol ecular Simulation Inc., San Diego.

19! Tripos Inc., St. Louis, MO 63144, USA.
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del terme de bending) correspon a la parametritzada. Qualsevol desviacié d’ aguest punt
provoca un augment en |’energia, que segueix un potencial harmonic amb forces
recuperadores directament proporcionals a valor de la variacié de la longitud d enllag
(o de I'angle). La proporcionalitat s estableix a través d’una constant propia de cada
enllag (i cada angle) coneguda com a constant de stretching (pels enllacos) i constant de
bending (pels angles). Aquest model és bo quan la deformacio és petita, perd quan
aguesta és més gran és produeixen desviacions de I’ harmonicitat, i per aixo s afegeixen
a I’equacio termes superiors del desenvolupament en série, aixi S obté una major

similitud amb una funcio tipus Morse.
En el camp de forces MM 3, les equacions que regei xen aguests termes son:
Eqt= 71,94 Kgret (I-l0)? [1-2,55(1-lo) + (7/12)2,55(I-lp)°]
Epng= 0,021914 Kpng (6-80)® [1-0,014(8-0) + 5,6E-5(0-00)° —

- 0,07E-5(8-00)% + 0,0022E-5(6-60)"]

Only i By son ladistanciai I’angle ideal, Ksret | Kpng €S constants de stretching i de

bending respectivament.

12.1.1.2 Deformacio dels angles diedres impropis

Esladeformacio de I’ angle format per tres &oms units a un mateix atom, com es veu en

la Figura 79. Generalment es refereix a la deformacio patida pels toms sp?, I’ equaci6
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gue regeix aguest terme és harmonica, relacionant €l potencial amb la deformacié de

I’angle indicat €& mitjangant una constant caracteristica K..

>/’@,

Figura 79 Angle diedre impropi X.

E.=12EK, (E-&)

12.1.1.3 Energia de torsio

Es|’energia associada ala variacio d’ un angle diedre format per quatre atoms, A-B-C-D
(rotaci6 de I’enllag B-C). S expressa mitjancant una funcio periodica desenvolupada en
serie de Fourier truncada al tercer terme. Consta de tres membres, depenent cada un de
I"angle diedre real (w) i d’ una constant per a cadatipus de diedre; V1, V2i V3, lesquals

depenen de la naturalesa dels quatre atoms enllagats.

E: = 1/2 [V1(1+cosw) + V,(1-cos2m) +V3(1+c0s3m)]
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12.1.2 ENERGIA D’INTERACCIO ENTRE ATOMS NO ENLLACATS

12.1.2.1 Interaccions de van der Waals

L’ energia de van der Waals és la que es genera a trobar-se dos atoms no enllacats a una

distancia determinada. Es tracta mitjangant una funcio tipus Buckingham.

Evaw = ¢ (1,84E 5 exp (-12,0/P) — 2,25P°)

On ¢ és la mitjana geometrica de la duresa dels dos atoms, P és € quocient entre la
suma dels radis de van der Waals de cada atom i la distancia interatomicareal. El terme
exponencial té efecte repulsiu a apropar massa els dos &omsi el terme de P° és atractiu.
Dins d’ aquest terme també es consideren les interaccions d’enllag d’ hidrogen, amb una
atrafuncio:

Eng = (ens/D) [1,84E 5 exp (-12,0/P) — 2,25 P° cos 6 (I/1p)]

On gyp €s el parametre energétic d enllag d hidrogen, D la constant dieléctrica, P és el
quocient entre la distancia d’ equilibri de I’enlla¢ d'hidrogen i lared, |y és la distancia
ideal de I’hidrogen a I’atom al qual esta unit, i | la distancia real. 6 és I’angle format

entre els tres atoms (X-H-----X") que participen en I’ enlla¢ d” hidrogen.
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12.1.2.2 Interaccions electrostatiques

Si es tracta una molécula neutra, €l programa MM3 associa moments dipolars als
enllacos, aixi, les interaccions electrostatiques son interaccions dipol-dipol. Com també
poden haver carregues puntuals a les molecules, s avaluen també les interaccions
carrega-dipol i carrega-carrega. En aguest treball només han estat estudiades moléecules
neutres amb aquest programa, per tant nomes es tenen en compte les interaccions dipol -

dipol, les quals s avaluen amb la funcié seglent:

Ega= 14,39418 ua us ( €OS x — 3€0S o, COS o)/ R e

On ua i ug son els dos moments dipolars, & és la constant dielectricai y, o, o i R sOn

els mostrats ala Figura 80.

wa
up

o

Figura 80 Parametres per avaluar lainteraccio entre dos dipols.
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12.1.3 TERMES CREUATS

El camp de forces MM3 conté tres termes creuats (stretching-bending, torsion-
stretching i bending-bending.) a fi de reproduir altres fenomens moleculars com ara la
variacio de les longituds d enllag associades a la variacid dels angles. Aquests tres

termes es regeixen per seguents equacions.

Esp =2,5111 Ky [(1= 1) + (I’ = I"0)] (6 — 60)
Ew = 11,995 (Ki/2) (I - lp) (1 + cos 3w)

Eup = -0.021914 K, (6 — 60) (6” = 0°0)

On Kgp, Kisi Kge SON les constants dels termes creuats; | i 1’ les distancies d’ enllag reals
i loiI’ples distancies ideals; ; 6 i 6’ els angles d' enllag realsi 6pi 0’ els idedls;, w és

I’angle detorsio real.

12.1.4 EFECTE DEL SOLVENT

El solvent és tractat com un continu estadistic, d’ aguesta manera ens proporciona
energies i derivades analiticament i el podem incloure en un camp de forces de

mecanica molecular. El métode de solvatacié més emprat és e GBSA'®, aguest
considera I’ energia lliure de solvatacio, Gy, com a un sumatori de dos termes; Gga és

proporciona a |’area superficial de la molécula accessible a solvent (SA = solvent-

192 &till, W.C.; Tempczyk, A.; Hawley, R.C.; Hendrickson T., J. Am. Chem. Soc., 1990, 112, 6127.
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accessible surface area) i compren les interaccions no polars amb el solvent. El segon
terme, Ggg, compren les interaccions polars amb el solvent i es tracta amb |’ equacio de
Born generalitzada (GB).
Ggl = Gsa + Ggp
Gan = SsSAK
Ges = -166(1 - Ue)SSi(aiq/(rj” + aiae(-r;/4a;a;))

On SA( éslasuperficie accessible al solvent dels aomstipusk i sk és un parametre
empiric de solvatacio. En el terme Ggg, la e és la constant dielectrica del medi, ¢ i g;les
carregues dels atoms que interaccionen, rjj la distancia entre €ells, a; i a; e radi dels
atoms.

D’ aguesta manera s'introdueix |’ efecte del solvent com un continu, €l que se'n diu
solvatacié implicita, perd per a obtenir un millor comportament del sistema estudiat
volem veure les interaccions amb molécules d' aigua reals; crear una caixa de molecules
d aigua a voltant del nostre sistema i que aquests vagin interaccionant, és e que

s anomena solvatacio explicita. Per tal de poder realitzar els calculs amb solvatacié

explicita ens vam passar ala metodologia AMBER, descrita en el capitol 14.4.
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13 DINAMICA MOLECULAR

La mecanica molecular ens permet trobar minims energetics d'un sistema, en
alguns casos la informaci6 obtinguda d’ aquests minims pot ser suficient per predir-ne
acuradament les propietats, aixo ocorre quan es poden trobar TOTS els minims de la
superficie energética del sistema, malauradament aix0 només és possible per a
molécules o0 sistemes supramoleculars petits en fase gas. Perd0 molts cops, gairebé
sempre, es desitja estudiar sistemes més complexos on existeixen molts minims propers
i moltes configuracions possibles, i amb la inclusié de molécules d’'aigua explicites en
el sistema encara es fa més complicat. Les mesures experimentals d’ aquests sistemes
son realitzades en mostres macroscopiques que contenen un nombre de molecules
extremadament elevat amb un enorme nombre de minims possibles, la quantificacié de
la superficie energética d’ aquests no és possible, ni sembla que pugui arribar a ser-ho
mai. Els métodes de simulacié ens permeten estudiar aquests sistemes i predir-ne les
propietats mitjancant I’ Us de técniques que consideren petites replicacions del sistema
macroscopic amb un nimero manejable d’atoms o molécules. La simulacié genera
configuracions representatives d’ aquestes petites replicacions de tal manera que se'n
poden extreure valors acurats de propietats estructurals i termodinamiques en un temps
de calcul plausible. Les téecniques de simulacié també permeten determinar els
comportaments dependents del temps proveint-nos informacié detallada de com un
sistema canvia d’ una determinada conformacio o configuracioé a un altra. Les técniques
de smulacié també s utilitzen ampliament en procediments experimentals com ara la

determinacié estructural de proteines per cristallografia de raigs X. Les tecniques de
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simulacié més comunes i emprades son la dinamica molecular’® i els métodes Monte
Carlo. En aquest treball s'ha utilitzat la dinamica molecular i és la que passarem a
explicar, els métodes de Monte Carlo tenen un fonament estadistic (independent del
temps) per generar les estructures i no han estat utilitzats, tot i que haurien hagut de

donar Iloc als matei xos resultats.

13.1 FONAMENTS TEORICS

Mitjancant els principis Newtonians de mecanica classica, aplicats a la moléecula
estudiada, permet simular la seva evoluci6 a llarg del temps. També esta fonamentada
en la mecanica classica, i les equacions que avaluen |'energia del sistema son
conceptualment iguals ales utilitzades en la mecanica molecular.

El camp de forces classic utilitzat defineix e sistema com un conjunt de masses
unides per molles, regides per lallei Newtoniana F=m(8°x/6t%). F és el vector de forca
gue figura en el camp de forces emprat, m éslamassa de I’atom en questié i x € vector
de posicié d agquest, aixi la Unica incognita és t el temps, e qual es troba integrant el
sistema dequacions. Saporta energia a sSistema escalfant-lo. L’increment de
temperatura es transforma en un increment de I’ energia, de valor (3N-6)RT on N és €l
numero d atoms del sistema. Sintenta que no tota I’energia vagi a moviments de
rotacié i trandacio, sinG a moviments interns del atoms del sistema, els quals amb
aquesta velocitat s allunyaran de les seves posicions inicials en menor 0 maor grau
segons les forces que els dominen. Aixi doncs, € sistema és descrit com una entitat

dinamica en la que els aoms modifiquen les seves posicions espacials en funcié del

103 \/an Gusteren, W.F.; Berendsen, H.J.C., Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 1992, 29, 992,.
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temps, veient-se aguests influenciats per I’ energia cinéticai per laresultant de les forces
gue actuen al seu voltant. Aquesta energia es distribueix en forma de velocitat entre tots
els atoms de forma uniforme. Es reparteix mitjancant una distribucié Gaussiana
aleatoria de manera que I’ energia total es distribueix igualment a Ilarg dels tres eixos
cartesians.

Per exemple, en un ciclobute com el de la Figura 81, Sescafa e sistema i
I’ energia es reparteix aleatoriament primer; s aplicaaallargar € doble enllag i unamica
menys & simple (1). Al cap d'un interval de temps dt aquesta deformacié dona lloc a
I’estructura 2. En aquest punt es calcula I’energia esterica del sistema (és a dir, la
distorsié respecte la posicio d' equilibri) i S obtenen el's vectors que intenten recuperar la
magnitud degut a que esta més lluny de la posicié d equilibri i la seva molla és més
forta (constant d'enllag major) que e simple enllag. Aixi en aguest segon moment
I’energia ja no es reparteix aleatoriament sind en funcié del camp de forces que regeix
el sistema. En un altre interval de temps aquest moviment proporcional’ estructura 4. Es
calcula el seu gradient de forces i s obté la seguient distribucio de I’ energia (5), que

desembocaen I’ estructura 6, i aixi continuament.

O T
~

I

7N = O

5 6

Figura 81 Exemple de dinamica molecular: moviments del ciclobuté.
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Aixi s obté un ciclobuté que va variant la seva estructura continuament. Finalment
Sarriba a una situacié d'equilibri on I’estructura fluctua al voltant d'una posicié
preferent. Aixo és e que fan les molécules en redlitat; si la barrera es prou baixa vibren,
varien els angles o canvien de conformacié. Aquest és un exemple molt simple, s hade
tenir en compte que en una dinamica molecular varien tots els parametres possibles
(longituds d’ enllag, angles, angles dihedres, distancies intra- i intermoleculars). Per tal
de poder tenir en compte totes les interaccions entre atoms, I’ increment de temps aplicat
dt ha de ser entre 10 i 20 vegades inferior a les freqliéncies de vibracié més elevades
(»3000 cm™ en e cas Csp®-H), aixi doncs s utilitza un increment de 1,5 femtosegons. Si
no volem gastar tant temps CPU podem utilitzar un increment de temps més gran, aixo
ens ho permet fer la metodologia SHAKE'*'%| |a qual consisteix a restringir graus de
[libertat d’un sistema, generament la distancia dels enllacos C-H de manera que podem

incrementar |’ interval de temps.

194 Ryckaert, J.P.; Ciccoti, G.; Berendsen, H.J.C, J. Comp. Phys., 1997, 23, 327.

105 Ryckaert, J.P., Mol. Phys., 1985, 55, 549.
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14 AMBER

El seu acronim prové de Assisted Model Building with Energy Refinement'®, ésun

programa que originament fou creat per a simulacions de dinamica molecular de
proteines i &cids nucleics'’. Realment és un paguet que engloba diferents programes,
desglossats tot seguit, i diversos camps de forces (OPLS, all_nuc94, all_amino, parm94,
pam96 i parm98). Els camps de forces d AMBER son també utilitzats en altres
programes computacionals, aixi com els programes AMBER també poden treballar amb
altres camps de forces.

4% amb les

Per aguest treball s'ha utilitzat sempre el camp de forces parm9
versionsd’ AMBER v5'® i v6'°.
El grup creador d AMBER té una plana web molt complerta i interessant d' on es

pot extreure moltainformacié til: http://www.amber.ucsf.edu/amber.html.

1% \Weiner, P.K.; Kollman, P.A., J. Comp. Chem., 1981, 2, 287.

197 Wipff, G.; Weiner, P.K: Kollman, P.A., J. Am. Chem. Soc., 1982, 104, 3249.

1% Cornell, W.D.; Cieplack, P.; Bayly, C.l.; Gould, I.R.; Merz, K.M. Jr; Ferguson, D.M.; Spellmeyer,
D.C.; Fox, T.; Cadwell, JW.; Kollman, P.A. J. Am. Chem. Soc., 1995, 268, 1144,

1% Case, D.A.; Pearlman, D.A.; Cadwell, JW.; Cheatham IlI, T.E.; Ross, W.S.; Simmerling, C.L.;
Darden, T.A.; Merz, K.M.; Stanton, R.V.; Cheng, A.L.; Vincent, J.J.; Crowley, M.; Ferguson, D.M.;
Radmer, R.J.; Seibel, G.L.; Singh, U.C.; Weiner, P.K.; Kollman, P.A., 1997, AMBER 5, University of
California, San Francisco.

10 Case, D.A.; Pearlman, D.A.; Caldwell, JW.; Cheatham Ill, T.E.; Ross, W.S.; Simmerling, C.L.;
Darden, T.A.; Merz, K.M.; Stanton, R.V.; Cheng, A.L.; Vincent, JJ.; Crowley, M.; Tsui, V.; Radmer,
R.J.; Duan, Y.; Pitera, J.; Massova, |.; Seibel, G.L.; Singh, U.C.; Weiner, PK.; Kollman, P.A., 1999,

AMBER 6, University of California, San Francisco.
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L’ esquema general dels programes que engloba AMBER és descrit tot seguit, Figura

82:
Enllagos seqiiéncia Camp de
carregues forces
v v

PREP |—9p LINK —p|{ EDIT —p| PARM »| NMODE
Programes preparatoris,
englobats en LEAP iR ﬂéf;'ggss SANDER

GIBBS

Delphi |
MSMS

ANAL CARNAL MM/PBSA

Figura 82 Esgquema general de AMBER

Els programes enquadrats en la linia de punts son els preparatoris per tal de construir la

molecula o sistema a estudiar.

141 PROGRAMES PREPARATORIS

PREP: Es el programa utilitzat per a crear nous residus. Un residu és la unitat molecular
basica utilitzada per AMBER, normalment és un aminoacid o un acid nucleic (residus ja
existents en e programa i que per tant no cal crear) pero pot ser qualsevol altra
molecula petita o tros de molécula o un i6. En € nostre cas, per exemple, les

ciclodextrines son creades a partir de residus de glucosa. Els residus es defineixen en
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una estructura d’ arbre, classificant cada atom en 5 tipus topologics; la branca principal
laformen els M (Main), els E (End) son €l final d’ una branca (com els hidrogens), els S
(Side) sbn €s que tenen un total de dues connexions amb altres atoms, els B (Branch)
tres connexions, €ls ‘3 tenen quatre connexions, i aixi fins els tipus ‘4’, ‘5 1 ‘6’. Per
descriure els sistemes ciclics és faigual pero el tancament del cicle s especifica amb €l
comandament LOOP, els tancaments de cicles no son considerants com a connexions a
I"hora d’ assignar €ls tipus topol ogics. Precedint als atoms del residu, es necessita definir
també tres atoms fantasmes per tal de definir els eixos espacials del residu. Com a
exemple, el residu de glucosa utilitzat per aformar les ciclodextrines quedaria definit de

la seglient manera:

E
g —— H6O
E!GB , 8
N
Co6

V4 M‘l
EGA \ M2 3atoms ficticis per

o [ Emsse
P
E E
H4 ) H1
M7 M4 Resn+1
' Co4 coL
-
Resnl o= N E ~
o1
M6 s M5
P co2
N N
B
03 E I E
H3 B H2
\ o2
E AN
H30 E

Figura 83 Esguema de construcci6 d’ una glucosa per PREP. S'indica latopologiade

cadaatom i & seu nom asota. El cicle estancaamb un LOOP entreel O06i e CO1.

LINK: Es e programa que treballa amb la topologia de la molécula, se li especifica la
seguencia dels residus (inclos st només és un sol residu) que conformen la molecula a

estudiar. Per exemple, per a formar la b-ciclodextrina, en aquest programa li
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especificarem els residus que la formen (7 residus de glucosa que haurem creat amb €l

PREP) i com estan units (per I’ oxigen glucosidic i formant un cicle).

EDIT: Es e programa que assigna les coordenades atdmiques a sistema. Fins ara hem
construit I’ esquelet de la molécula pero no li hem donat forma, en EDIT es llegeixen les
coordenades atomiques d'un fitxer PDB (a partir de dades cristal-lines o creat per altres
meétodes) i S apliquen a la topologia creada. En aquest modul també s especifica si es

vol solvatar lamolécula (creant molécules d'aigua al seu voltant) o afegir contraions.

PARM: Es el programa encarregat d’ assignar els parametres (distancies, angles, diedres
i tipus d’atom) a la molecula a estudiar. Escriu els fitxers de coordenades i topologia
que son necessaris pels altres programes. També s hi especifica els parametres i atoms

finalsi de partidaen e cas que es vulgui fer una pertorbacio d’ energialliure (GIBBS).

14.2 OBTENCIO DE CARREGUES ATOMIQUES RESP

La filosofia de |la metodologia AMBER es basa en qué |’ acurada representacio de
les interaccions electrostatiques és crucial per arepresentar i simular a les biomolécules.
La metodologia Restrained ElectroStatic Potential fit"? (RESP) s utilitza per
calcular les carregues atomiques de la molécula a estudiar i que seran introduides en €l
modul PREP. Sencarrega d'agjustar el potencia electrostatic (ESP) obtingut per

metodes de mecanica quantica (HF/6-31G*) a la superficie molecular mitjancant un

11 Bavly, C.1.; Cieplak, P.; Cornell, W.D.; Kollman P.A. J. Phys. Chem., 1993, 97, 102609.

112 Cornell, W.D.; Cieplak, P.; Bayly, C.I.; Kollman P.A. J. Am. Chem. Soc., 1993, 115, 9620.
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model de carregues centrades en els atoms. S utilitzen diferents conformacions de la
moleculaen el cacul i aixi les carregues resulten independents de la conformaci.

Primerament s optimitza la geometria de la molécula amb una base simple, STO-
3G, i seguidament es determina el potencia electrostatic per HF/6-31G* amb les
comandes pop=mk (métode Merz-K ollman'*®) iop(6/33)=2. Els célculs ab initio els hem
realitzat amb el programa Gaussian 94,

Un cop obtingut € potencial electrostétic (per a cada conformacié emprada), es
determinen les carregues en dues etapes. A |a primera etapa s avaluen les carregues per
atots els atoms i a la segona es mantenen fixes les dels atoms meés interns (0 pesats) i
s afinen les dels atoms externs (especiament els hidrogens). En totes dues etapes es
poden aplicar restriccions de simetria que poden ser dins la mateixa molécula (que els
tres hidrogens d’'un grup metil tinguin la mateixa carrega) o entre les diferents
conformacions (que els atoms equivalents entre conformacions tinguin la mateixa
carrega final). També s'indica la carrega total de la molécula (zero per les molecules
neutres) o es pot obligar a un grup d &oms a tenir una carrega total determinada, com
per exemple en e cas de les carregues per a la ciclodextrina (veure apéendix) sindica
que € residu central (entre paréntes) té carregatotal nul-la, afi i efecte que en gjuntar

residus de glucosa per formar ciclodextrines s’ obtingui una molécula neutra.

3 Beder, B.H.; Merz, K.M.; Kollman, P.A., J. Comp. Chem., 1990, 11, 431.
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14.3 PROGRAMES ENERGETICS

SANDER: Es @ programa general de minimitzacio energética i dinamica molecular.
S hi poden especificar una gran varietat de comandes (keywords) depenent de la
simulaci6 que es vulgui redlitzar. En la dinamica molecular es guarden les
configuracions aintervals regulars per tal de ser analitzades després, en la minimitzacié
son guardades | es coordenades finals.

Com a exemple es mostren els fitxers de comandes per a la minimitzacio
(minw.in), les etapes d’ escalfament de la dinamica molecular (md1lw.in i md2w.in) i
I etapa productiva de la dinamica (md3w.in) en soluci6 aquosa (a la pagina segient).

Es important destacar les comandes cut i cut2nd que fan referéncia al cutoff
primari i secundari. El cutoff és un radi de tall que apliquem per tal de no tenir que
calcular totes les interaccions no-enllacants (electrostatiques i van der Waals). Amb els
gue s apliquen en I’ exemple (cutoff primari de 8 i secundari de 12) significa que totes
les interaccions no-enllagants entre els atoms a distancia menor de 8 A (interaccions a
curta distancia) son calculades a cada pas de dinamica molecular, les interaccions entre
els atoms situats entre 8 i 13 A (interaccions a llarga distancia) només son calculades
cada NSNB passos de dinamica molecular (cada 100 passos en |'exemple). Les

interaccions no-enllacants entre atoms separats per més de 13 A de distancia no son

14 Frisch, M.J.; Trucks, G.W.; Schlegel, H.B.; Gill, P.M.W.; Johnson, B.G.; Robb, M.A.; Cheeseman,
JR.; Keith, T.A.; Petersson, G.A.; Montgomery, JA.; Raghavachari, K.; Al-laham, M.A.; Zakrzewsi,
V.G.; Ortiz, J.V.; Foresman, J.B.; Ciosowski, J.; Stefanov, B.B.; Nanayakkara, A.; Challacombe, M.;
Peng, C.Y.; Ayda, P.Y.; Chen, W.; Wong, M.W.; Andres, JL.; Replogle, E.S.; Gomperts, R.; Martin,
R.L.; Fox, D.J.; Binkley, J.S.; Defrees, D.J.; Baker, J.; Steward, J.P.; Head-Gordon, M.; Gonzales, P,

Pople, JA., Gaussian 94, 1995, Gaussian, Inc., Pittsburg PA.
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considerades. Aquest sistema de cutoffs ens rebaixa €l temps de calcul i considera
només les interaccions no-enllagants més importants.

minw.in

#minimitzacio en fase aquosa

&cntrl
maxcyc=5000, imin=1, irest=0, nstlim=5000,
cut=8.0, nsnb=25, ntpr=100,
ntt=1, npscal=1, idiel=1, ntb=2, ntwx=25, ntwe=100,
ntx=1, init=3, ntc=1, ntf=1, iftres=1, ntp=1,
cut2nd=12., scee=1.2 , ncyc=5000

&end

mdilw.in

# escalfament de 0->50 K en 1ps

&cntrl
maxcyc=500, imin=0, irest=0, nstlim=1000,
cut=8.0, nsnb=100, ntpr=200, tempi=0.0, temp0=50.0,
ntt=5, npscal=1, idiel=1, ntb=2, ntwx=200, ntwe=200,
ntx=1, init=3, ntc=2, ntf=2,
cut2nd=12., scee=1.2 , ncyc=50, ntp=1,

&end

md2w.in

#escalfament de 50->298 K en 50ps

&cntrl
maxcyc=500, imin=0, irest=1, nstlim=50000,
cut=8.0, nsnb=100, ntpr=1000, tempi=50.0, temp0=298.0,
ntt=5, npscal=1, idiel=1, ntb=2, ntwx=5000, ntwe=5000,
ntx=7, init=4, ntc=2, ntf=2,
cut2nd=12., scee=1.2, ncyc=50, ntp=1,

&end
md3w.in
#dinamica productivaa 298 K durant 500ps
&cntrl

maxcyc=500, imin=0, irest=1, nstlim=500000,
cut=8.0, nsnb=100, ntpr=1000, tempi=50.0, temp0=298.0,
ntt=5, npscal=1, idiel=1, ntb=2, ntwx=1000, ntwe=1000,
ntx=7, init=4, ntc=2, ntf=2,
cut2nd=12., scee=1.2, ncyc=50, ntp=1,

&end
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GIBBS: Es el programa que realitza les pertorbacions d’energia lliure. Es similar al
SANDER, pero per calcular la diferencia d energia lliure entre dos estats similars
(definits en PARM) utilitza I’ensamblatge de configuracions generades. Es muta una
molécula en una altra en petits passos que venen determinats pel parametre
d acoblament | . Per exemple, en la Figura 84, es representa una mutacio que consisteix
en canviar un ester per una amida; es parteix a |l =0 amb I'ester (el DU és un atom
fictici), al seglent pas el oxigen comenca a transformar-se en nitrogen i |’ atom fantasma
en un hidrogen i aixi seguidament fins a obtenir lamolecula d’ amida.

e T o T o T

! | \
DU DU/H DU/H H

A=0 A=0.25 A=0.75 A=1
Figura 84 Exemple de mutacio, en passos successius, d’ una moleculaaun altra.

A cada valor de | es reditza una dinamica molecular (equilibracié i
enregistrament) i el pas d' una lambda a una altra es fa en les dues direccions i es
promitja la diferencia (a | =0 es fa una DM, es canviaal =0.25i es fa DM, es torna a
| =0 i es torna a fer DM; €& canvi d’'energia de passar de | =0 a 0.25 es promitja de
I’observat en cada una de les direccions), d aguesta manera s obté una pertorbacio
correctaon elsvalors d anadai tornada no difereixen gaire (histéres petita).

En cada variacié de lambda cada un dels termes del camp de forces (carrega, van
der Wadls, enllag, angle i diedre) és representat com a combinacio lineal dels valors
corresponents a I’estat inicial i final, per exemple, la constant de forca d' un enllag
variaria d aguesta manera: ki(l )= ki(estat final) + (1-1 )k/(estat inicial).

Com aexemple aquest seria el fitxer de comandes per ala FEP de 20 ns:
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# Pertorbacié FEP en soluci6: 20 nsen tota
# 201 finestres amb dinamiques de 20 ps equilibri i 80 ps d enregistrament a cada una.
&cntrl
ntx=7, ntb=2, nrun=201, ntt=5, temp0=298.,
nstlim=100000, init=4, t=0.0,
dt=0.001, ntc=2, ishkfl=1, ntf=2, nsnb=100,
idiel=1, cut=8.0, scee=1.2, ntpr=2500, ntwv=2500, ntwe=2500,
almda=1.0, ailmdel=0.005, isldyn=-3, intprt=>5,
cut2nd=13., nstmeg=20000, nstmul=80000, npscal=1, ntp=1,
&end

NMODE: Es un programa que ens permet realitzar un analisi vibracional i minimitzar
I’energia mitjancant les segones derivades. Com a minimitzador permet obtenir
gradients energetics molt baixos, i també permet obtenir els modes normals d'un
sistema. S ha utilitzat en aquest treball per tal de calcular I’entropia. Per tal de calcular
I”entropia primerament s eliminen les molécules d' aigua del sistema i S optimitza la
molecula amb SANDER fins a gran convergéncia, aleshores es torna a optimitzar amb
NMODE amb una constant dieléctrica de 4r;; (on rj és la distancia entre els aomsi i j)i
finalment es calculal’ entropia. El valor d’ entropia per a un sistema normalment es déna
com € promig dels valors obtinguts d’'unes 6 estructures, car els calculs son bastant
costosos per aplicar-ho atotes les estructures d’ una dinamica.

Com a exemple dels tres fitxers de comandes necessaris:

#minimitzaci6 alta convergéncia amb SANDER

&cntrl
maxcyc=5000, ntmin=0, drms=1.0E-5, idiel=0, dielc=4, scee=1.2, cut=13.0,
imin=1

&end

# minimitzacié alta convergéncia amb NMODE

&data

ntrun=4, maxcyc=1000, cut=13.0, idiel=0, dielc=4, scee=1.2, drms=1.e-5
&end

# calcul dels modes normals de vibracio (per trobar I’entropia) amb NMODE
&data

ntrun=1, cut=13.0, idiel=0, dielc=4, scee=1.2, drms=7e-5

&end
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144 EFECTE DEL SOLVENT

La metodologia AMBER ens permet utilitzar un model de solvatacié explicita, és
adir, crear una caixa (tridimensional) de molécules de solvent (aigua en € nostre cas) al
voltant del nostre sistema. Aguestes molecules també es van movent durant la dinamica
molecular. Sha utilitzat un model TIP3P'® d'aigua i condicions periddiques de
contorn, és adir que a voltant del nostre sistema es creen caixes imatges traslladant les

coordenades de la central, com es mostra ala Figura 85.

0 0 0
OO @) OO O OO e
ooooo 00°0 ooooo
OOOOQ (o] OOOOC)
0O O o 0O O
0020 OOWO 00§
o00°0o O'hlo 090

Figura 85 Condicions periodiques de contorn, cas bidimensional.

El model d'aigua TIP3P es basa en un cos rigid de tres punts d'interaccid
electrostatica (I’ oxigen amb carrega negativa i els hidrogens amb carrega positiva per
contrarestar) i un sol punt d'interaccié van der Waals (centrat a I’atom d oxigen, els
hidrogens no es compten), els valors es presenten ala Taula 42. Aquest és el model que
em utilitzat en aquest treball, perd existeixen atres models simples (amb cos rigid i

utilitzant de tres a cinc punts d’ interacci®) i també models polaritzables.

115 Jorgensen, W.L.; Chandrasekhar, J.; Madura, J.D.; Impey, RW.; Klein, M.L. J. Chem. Phys., 1983,

79, 926.

245



Metodologia

_ van der Waals Electrostatic
Model aigua TIP3P . .
R*(A)  e(kcal/mol) |Carregaatdmica
ow 1.768 0.152 -0.834

HW 0.000 0.000 0.417

Taula 42 Parametres del model explicit d’aigua TIP3P. OW i HW son |I'atom d’oxigen i

el d’hidrogen.

145 PROGRAMES D’ANALISI

ANAL: Ens permet analitzar |’estructura i sobretot I’energia d’una configuracio del
sistema. Es un bon sistema per detectar errors (que devenen en energies grans) en les
estructures inicials del sistema estudiat. També poden ser utilitzats per a analisis més
sofisticats de I’ energia i estructura ja que es poden definir diversos grups en el sistemai

analitzar-los separadament, podent aixi observar la seva contribucio al’ energia global.

CARNAL: Es e programa utilitzat per analitzar les dinamiques moleculars. Permet
analitzar mesures geometriques, diferéncies de les coordenades per minims quadrats
(Root Mean Square fitting), obtenir una mitjana de les tragjectories (average) i molts

altres andlisis estructurals.
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14.6 CALCUL DE L’ENERGIA D’INTERACCIO: METODOLOGIA MM/PBSA

Lametodologia MM/PBSA '*® ens permet avaluar I’ energia lliure d'interaccié (no
covalent) o calcular les energies lliures absolutes d'interaccid de molécules tipus
guest/host o Iligand/receptor en soluci6. Utilitza les estructures obtingudes en una
simulacié de dinamica molecular per a analitzar-les combinant les energies de mecanica
molecular amb un model de solvatacié continu. D’ una simulacié de dinamica molecular
amb aigua explicita se n’extreuen les estructures del complex generades al llarg del
temps (eliminant les molécules d’aigua) | s avalual’ energia d' aquestes. La manera més
comuna d'utilitzar e MM/PBSA és amb les estructures del complex, guest i host
extretes del mateix fitxer de tragjectories de DM, perd si hi ha canvis importants entre les
espécies lliures i complexades les estructures de cada espécie provenen de DM
independents.

L’ energialliure d’'interaccio d’ un complex és calculada com:
DGyinding = DGwater(COMplex) — [ DGwater(Quest) + DGwater(h0st)]
On cada component DGy aer €S dividit en tres termes:
DGwater = Egas + DGsolvation =TS
El terme entropic, -TS, savalua amb el programa NMODE. Eys fa referéencia a
I’energia (de mecanica molecular) de la molécula sense tenir en compte I’ efecte del
solvent, és calcula mitjancant el programa ANAL.

Egas = Einema (enllag, angle, torsio) + Egectrostatic + Evaw

118 grinivasan, J.; Cheatham, T.E.; Cieplak, P.; Kollman, P.A.; Case, D.A. J. Am. Chem. Soc., 1998, 120,

9401.
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L’ efecte del solvent es divideix en un terme polar (Gpg) tipus Poisson-Boltzmann,

avaluat amb el programa Delphi !’

, I en un terme no-polar que depen de superficie de
la molécula accessible a solvent, estimat amb e programa MSMS"%'?. E| solvent es
tracta com un continu, de manera similar al’explicat en el capitol 12.1.4 sobre I’ efecte

del solvent.

Gsolvation = Gps + Gnonpolar

La metodologia MM/PBSA ha estat desenvolupada recentment, en la versio 5
d AMBER no hi era perdo hom es podia descarregar €ls programes necessaris i utilitzar-
la. Tot i ser una metodologia molt simple ha resultat bastant Gtil i és molt utilitzada,
sobretot per avaluar les energies d’interaccio entre enzims i proteines, prova d aixo és

que en lanovaversié d AMBER aguesta metodologiajas hi trobaimplementada.

7 Honig, B.; Nichols, A., Science, 1995, 268, 1144.

118 http://honiglab.cpme.columbia.edu/ per amés informacio i descarregar-lo.

19 sanner, M.F.; Olson, A.J.; Spehner, J.C., Biopolymers, 1996, 38, 305.

120 http://www.scri pps.edu/pub/ol son-web/peopl e/sanner/home.html per a més informacié i descarregar-

lo.

248



Metodologia

L’ aproximacio MM/PBSA ens permet avaluar i comparar les constants de
complexacio de diferents complexos. Es una aproximacio molt Gtil perd hem de ser
conscients de les seves fales, com és la introduccio del solvent continu, i la separacio
extremada de I’ energia entre |’energia en fase gas i |’ efecte de la solvatacio. Aquests

dos termes no son independents, ni molt menys, i necessitariem termes creuats per a

representar-ho millor, seguint la mateixa logica que la introduccio de pertorbacions en

mecanica quantica.
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15 CLUSTER TIOUREA/CLOROCICLOHEXA

15.1 PARAMETRITZACIO DE LA TIOUREA PER MM3

El programa MM 3 no disposa de determinats parametres per a alguns atoms o
agrupacions d' atoms de la tiourea, i aguests sdn necessaris per a reditzar-ne la
minimitzacio. El problema que s ha de solventar és, doncs, la parametritzacio. La
tiourea és molt similar alaureai aquesta si que esta parametritzada, per tant, es poden
obtenir els parametres a partir d aquests. Per tal d’avaluar millor les similituds i
diferéncies entre aguestes molécules s han realitzat calculs semiempirics AM1'4 que,
entre altres dades, ens proporcionen les carregues atomiques. Els parametres deduits
son:

- Parametre de torsi6 del diedre S=C-N-H : Tant la urea com la tiourea tenen tots els

atoms en el mateix pla, aquest parametre és e que ho determina, per tant s assignen a
la tiourea els mateixos valors que els parametritzats per la urea (V1=1.0, V,= 4.10,
V3=0.0).

- Angle diedre impropi C=S: Es el valor que manté els nitrogens al pla, se li assignen

els mateixos valors que en la urea (k. =0.65, £0=0.0).

- Enllag C=S :L’enllag és meés feble i més llarg en la tiourea que en la urea. Aixo
sexplica amb el cacul AM1. Per tant s afebleixen els valors de la urea (k=8.3,
[0=1.2280) i S obtenen els de la tiourea (ks=7.0, 1,0=1.686). La distancia optima l, és

|’ observada en les dades de |’ estructura cristal -lina.

121 Dewar, M.J.S.; Zoebisch, E.G.; Hedly, E.F.; Stewart, JJ.P., J. Am. Chem. Soc., 1985, 107, 3902.
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- Dipol C=S: Per ta de reproduir el moment dipolar de la molécula de tiourea (5.625
D, resultant del calcul AM1), s'had assignar un moment dipolar de 2.300 D al’enllag
C-S, magjor que e del C-O en urea (1.860 D), encara que aixo vagi en contra de la
logica quimica ja que I’enllag C=S en la tiourea ha d estar menys polaritzat que el
C=0 en la urea, perd s ha de reproduir el moment dipolar experimental i aquest és
I”Gnic valor que no esta parametritzat, per tant, I’ inic que es pot canviar.

- Angle N-C=S : Latiourea presenta un angle major que la urea; per tant, partint dels
valors de la urea (k=1.07, a=124.8) se i assigna a latiourea un angle més obert (el de
les dades cristal -lines) i una constant de bending més forta per aque e mantingui. Aixi
S obtenen els parametres k,=1.17, 6=132.0.

Amb tots aquests parametres, es pot simular correctament una sola molecula de

tiourea i optimitzar-la amb MM3. S obté la mateixa geometria que |’ observada en les
dades cristal-lines de la tiourea. Per poder ssimular I’ estructura del canal de tiourea
complet falta parametritzar I’ enlla¢ d’ hidrogen entre Si HN.

- Enlla¢ d"hidrogen —C=S----H-N- intermolecular: aquest parametre és molt important ja

que I'estructura es manté gracies as enllags d’ hidrogen. Per a la urea existeixen

parametres per I’enllag amb valors de €,5=5.100 i R=2.030 A. Segons € calcul AM1,

els hidrogens de la urea i la tiourea tenen una densitat de carrega positiva molt similar,
perd I’oxigen en la urea té una densitat de -0.4191, mentre que en € S és de -0.3328,

més petita degut a la menor electronegativitat del sofre. EI parametre €,; mesura la

forca de I'enllag d'hidrogen, donat que en la urea els aoms que formen I'enllag
d’ hidrogen tenen major densitat de carrega que en la tiourea, aguesta ultima formara un
enllag de menor energia. Aixi doncs, partint dels parametres de la urea s assigna a la

tiourea un €,; Més petit, segons la relacié de carregues (€,,53=4.100) i una distancia
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d enllag d’ hidrogen mésllargai adient per al’ estructura cristal -lina estudiada (R= 2.420
A).

Es minimitza € canal de tiourea per MM3 amb tots aquests parametres.
L’ estructura resultant és completament superposable amb la derivada de les dades
cristal-lines, a la Taula 43 es mostren alguns valors de distancia i angles de les dues
estructures. Es realitza una primera simulacié d’inclusié del clorociclohexaen e candl i
s observa com e cana manté bastant bé la seva estructura durant la pujada, aixi doncs

Nno és necessari imposar restriccions a aguesta.

II? ades caracteristiques de|  pgp e Cristal lina Aquest estudi (MM3)
estructura de tiourea

Distancia C=S 1.684 1.685

Distancia C=N 1.424 1.389

DistanciaN-H 1011 1.036

Distanciaenllag d’ hidrogen | 2.37-2.38 2324

Angle S=C-N 125.3 125.1

Angle C-N-H 1185 1184

Angle H-N-H 120.7 120.1

Diedre S=C-N-H 0.0 0.1

Taula 43 Comparacio de dades geomeétriques de I’ estructura de tiourea extreta de les

dades cristal-linesi I’ obtinguda amb el camp de forces MM 3 parametritzat.

15.2 METODOLOGIA MECANICA MOLECULAR

Per orientar la tiourea es situen els atoms de sofre de les tres molécules de
tiourea de la meitat del canal en Z = 0 de manera que quedin definint el pla XY, llavors
I’eix Z passa a llarg del centre del canal Figura 86. Aixi doncs, per reditzar la
simulacié de lainclusié només cal situar el guest en la posicio Z = -20 A i fer-lo pujar

per I’eix Z, igual que s harealitzat amb els complexos de b-ciclodextrina.
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Figura 86 Representacio esquematica de les orientacions utilitzades pel canal de tiourea

i pel clorociclohexa.

Sha dut a terme la inclusio amb e clorociclohexa com a guest. D’ aguest s han
estudiat les dues conformacions cadira; amb el clor en posici6 axia i equatorial. S han
considerat dues orientacions, a i b, de partida amb rotacions sobre I’eix Z de 0 a 120

graus (de 10 en 10), no cal fer els 360 degut ala simetria del canal.
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15.3 PARAMETRITZACIO DE LA TIOUREA PER DINAMICA MOLECULAR

S utilitza el camp de forces MM 3*, degut a que ja s ha parametritzat |’ estructura
de tioureaper MM3 i es podran transferir parametres.

Els camps de forces implementats en el MacroModel tenen parametres generalitzats,
ésadir que si no hi ha parametres especifics per certs atoms o enllagos se'ls associa un
valor general, de manera que € calcul es porta a terme amb aquests, sense demanar els
parametres que li fan falta (com feila el MM3). Aixi doncs utilitzant tant el MM3* com
AMBER?*, s aconsegueix minimitzar I’ estructura de tiourea, pero €l resultat (Figura 87)
no té res a veure amb I’ estructura cristal -lina que s'intenta smular. Per tant s ha d’ anar
molt amb compte amb aquests parametres generalitzats, i addicionar-ne de nous adients

per latiourea.

Figura 87 Estructures pel canal de tiourea obtingudes amb els camps de forces sense

parametritzar. @) MM 3* b) AMBER*.

El programa MM3* té parametres especials per a amides i urea, per tant, variant
aguests es trobaran €ls de latiourea. El problemainicial és la poca transferabilitat entre
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els parametres trobats per MM3 a nou camp de forces MM3*. Els corresponents als
termes de stretching i bending son els mateixos en els dos force fields, pero els atres
son avaluats de forma diferent. Hi ha parametres amb e mateix nom (Vi, Vo, V3 de
torsio per exemple) pero no tenen el mateix valor que en I altre camp de forces, degut a
que s utilitzen atres funcions. Els parametres trobats per alatiourea son finalment:
Stretching: S=C (Io = 1.6860, ks = 7.0000, m= -2.3000)

N —H (lp = 1.0280, ks = 6.7700, m=-1.5800) per aureai tiourea.
Bending: C- N -H (g =118.5000, k = 0.5800, kg, = 0.3000) per aureai tiourea.

N - C=S (g =132.0000, ky, = 1.1700, kg, = 0.2400) per atiourea.

N - C- N (g =120.0000, ky = 0.5000, kg, = 0.2400) per aureai tiourea.
Torsion: N-C-N-H (V1=0.0000, V,=1.0000, V3= 0.0000) per aureai tiourea.

S=C-N-H(V :=10000,V ,=4.1000,V 3=0.0000) per atiourea, els
mateiXxos que per alaurea.
Angle diedre impropi: C=S (Xo =0.0000, k, = 0.8000) per aureai tiourea.
Interaccions de van der Waals especials: S---+-H (R = 2.4200, Eps = 0.8000) especial
per a tiourea per avaluar I'enllagc d hidrogen. L’enllag d hidrogen s ha introduit en
aquest terme degut a que €l's parametres i funcions que necessita son semblants als de
MM3, encara que Eps no s avalui de la mateixa manera (valor molt diferent). En el
camp de forces MM 3* hi ha un altre terme especific per als enllagos d’ hidrogen pero
S avaluaamb unes atres funcions i parametres, extrets del AMBER*, que no tenenresa
veure amb els anteriors, a més els de la tiourea tampoc hi son parametritzats i serien
més costosos d’ obtenir.

Amb aguests nous valors dels parametres s obté una estructura del cana de

tiourea gque reprodueix satisfactoriament les dades experimentals, com es mostra a la

Taula 44.
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Dades caracteristiques de Estructura Aquest estudi
I’ estructura de tiourea Crigtal -lina (MM3*)
DistanciaC=S 1.684 1.685
Distancia C=N 1.424 1.389
Distancia N-H 1.011 1.036
Distancia enllag d’ hidrogen 2.37-2.38 2.3-24
Angle S=C-N 125.3 125.1
Angle C-N-H 1185 1184
Angle H-N-H 120.7 120.1
Diedre S=C-N-H 0.0 0.1-05

Taula 44 Comparacio de dades geométriques de I’ estructura de tiourea extreta de les

dades cristal-linesi I’ obtinguda amb el camp de forces MM 3* parametritzat.

154 METODOLOGIA DINAMICA MOLECULAR

S'harealitzat un procés de dinamica molecular amb €l canal de tiourea simulat,
amb el camp de forces MM 3*, perd durant aquesta, I’ estructura es desmuntai es perd la
formadel canal.

En els estudis de mecanica molecular només s ha minimitzat el cana sense
aplicar-li restriccions de moviment (nomeés les d’ orientacid) i aguest no es deforma
durant la simulacio de lainclusid. Aixo es deu a que I’ estructura és un minim energétic
(per a aixo s ha parametritzat) i la mecanica molecular s ancora als minims. En canvi,
en la dinamica molecular, a aplicar energia a sistema, aquest pot superar barreres
energetiques i aixi trobar altres associacions de les molécules de tiourea que també
corresponguin a minims energetics, les quals no tenen res a veure amb |’ estructura
simulada. L’estrategia utilitzada ha estat fixar les coordenades de tots els atoms de
carboni del canal de tiourea simulat. D’ aguesta manera el cana es conserva durant la
dinamica i les molécules de tiourea que el formen poden moure’s lliurement. Impedint

que els atoms de carboni de la tiourea es desviin de la seva posicio inicial es simula
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I’ efecte que exerceix I’estructura tridimensional d’aguesta. La tiourea en e compost

estudiat forma una xarxa cristal-lina tridimensional on cada canal és envoltat per atres

para-lels. Per a readlitzar els calculs només es simula un sol cana sense res més a

voltant que li impedeixi e moviment. Fixant els carbonis es smulal’ efecte de restriccié

del moviment que exerceixen les atres molécules que envolten el canal. Aixi doncs, la
dinamica molecular es duu aterme amb les seglients condicions:

- Esfixen les posicions de tots els atoms de carboni del canal de tiourea.

- No <sapliquen restriccions per fixar € guest (com ara fixar distancies
intermoleculars) ja que el canal és prou llarg per a que no surti d’ aquest, a més
I"analisi posterior de les dades demostra que el guest queda bastant fixat en certes
posicions.

- Shan utilitzat 10 picosegons per cada etapa d’ escalfament (5-50K, 50-150K i 150-
298K), 50 ps per a l'equilibracié a 298 K, i 500 picosegons en |’ etapa
d enregistrament, de la qual s'han extret 1000 estructures (una cada 0,5 ps de

dinamica).
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16 CANVIS CONFORMACIONALS I BARRERA DEL

CICLOHEXANOL EN B-CICLODEXTRINA

16.1 METODOLOGIA DE MECANICA MOLECULAR

Els clculs s'han realitzat amb el camp de forces MM3* de MacroModel5, sense
presencia de solvent. Per tal de determinar la barrera energética s harealitzat un driver,
és a dir la rotacié de dos diedres del ciclohexanol per a qué ens doni la superficie
bidimensional d energia potencial per a la transformacié axial-equatorial. El fitxer de

comandes es presenta tot seguit:

FFLD 2 0 0 O 1.0000 0.0000 0.0000 0.0000-> camp deforcesMM3*
EXNB 0O O O O 150 15.0----- - Interaccions no-enllagants calculades finsa 15 A.
READ

BGIN

DRIV 3 4 5 6 -80.0000 80.0000 10.0000 0.0000 - rotar enllag de-80a80 a
intervals de 10.

DRIV 3 2 1 6 80.0000 -80.0000 -10.0000 0.0000 - rotar enllag de-80a80 a
intervals de 10.

MINI 1 0 5000 O 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000-> minimitzacié

WRIT

END

Es realitza un escombrat de —80 a 80 graus per cada diedre, a intervals de 10
graus. Eslocalitzen els punts estacionaris (minims i estats de transicio) i es reoptimitzen
sense restriccions amb FMNR (Full Matrix Newton-Ramson). Dins la ciclodextrina es

fael mateix procediment.
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16.2 METODOLOGIA DE DINAMICA MOLECULAR

Per a la dinamica molecular s utilitza també el camp de forces MM3* sense la
presencia de solvent. Per a que € ciclohexa es mantingui en cada una de les
conformacions estudiades s han aplicat restriccions de moviment als dos diedres que
defineixen I'estructura. En el cas del complex shan aplicat també les minimes
restriccions de distancia guest-host per a que € complex es mantingui durant tota la
simulacio.

S utilitzen 10 picosegons per cada etapa d’ escalfament (5-50, 50-150, 150-298 K),
100 ps per al’equilibracid a 298 K. L’ etapa d enregistrament és de 500 ps en €l cas del
ciclohexanol isolat (en totes les conformacions utilitzades) i1 en e complex amb la b-
ciclodextrina. En e complex s han readlitzat etapes d’ enregistrament més llargues, de
2500 ps, per ala conformacié axia i equatorial degut al canvi conformacional observat
(més estable la conformacio axia que I’equatorial); ens voliem assegurar que aquest

canvi no era casual degut aun mostreig pobre.

FFLD 2 0 O O 1.0000 0.0000 0.0000 0.0000-> camp deforces MM3*

EXNB 0 O O O 150 150---- - Interaccions no-enllagants calculades finsa 15 A.
READ

FXTA 150 149 148 153 60.0 2.0~ diedresfixats (llibertat de moure's +2 graus)
FXTA 150 151 152 153 0.0 2.0 diedresfixats (llibertat de moure's +2 graus)
FXDI 151 9 0 O 100.0 3641 20
FXDI 151 30 O 0 1000 4620 20
FXDI 151 93 0 0 1000 6.231 20
MINI 1 1 5000

MDIT O O O O 50

-> distancies guest-host fixades per mantenir
el complex (llibertat de moure’ s+2 A)

MDMT 0 O O O 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

MDYN 1 2 0 0 05000 50000 50.0000~> escalfament5-50k en5 ps.
MDYN 1 2 0 O 05000 5.0000 150.0000-> escalfament 50-150 k en 5 ps.
MDYN 1 2 0 O 05000 5.0000 298.0000-> escalfament 150-298 k en 5 ps.
MDYN 1 2 0 0 1.0000 50.0000 298.0000~> equilibraci6 a298 k durant 50 ps.
MDVE O

MDSA 500 O

MDVE 1

MDYN 1 2 0 O 1.0000 500.0000 298.0000 0.2000-> enregistrament durant 500 ps.
MDVE O O O O 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

WRIT
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CAPITOLS REALITZATS AMB AMBER

Els dos primers capitols d' aquest treball han estat realitzats amb el programa
MacroModel5 (i MM3) pero la metodologia aplicada a cada cas és bastant diferent i per
aixo s han descrit, al’ apéendix, per separat.

En els capitols seglients tots els calculs s han redlitzat amb la mateixa metodologia:
la del programa AMBER, e qual té una filosofia diferent. Enlloc de descriure cada
capitol per separat, es descriuen les molécules estudiades conjuntament pero dividint
aquesta part de I’ apendix en:

- Obtencié de les carregues atomiques, per la metodologia RESP, per a cada
molécula
- Parametres afegits al parm94, per a cada molécula.

- Condicionsdels calculs (SANDER i GIBBS), per a cada sistema estudiat.
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17 CARREGUES ATOMIQUES DE LES MOLECULES

ESTUDIADES EN AMBER

Per cada una de les molécules estudiades s’ indica la carrega atomica, cal culada per
la metodologia RESP, a costat del nom de I'atom. A sota hi ha una figura orientativa

per situar els atoms de lataula ala molécula.

17.1 CICLODEXTRINES

Es construeixen a partir de residus de glucosa, les carregues dels quals s indiquen
a continuacié. El residu GlucosaS és € que s ha utilitzat per a construir les dues

glucoses unides per pont disulfur en el dimer de b-ciclodextrina.

Glucosa Glucosa-S
(o4} 0.081 Ci 0.183
H1 0.182 H1 0.154
c2 0.063 Cc2 0.039
H2 0.122 H2 0.128
02 -0.526 02 -0.550
H20 0.419 H20 0.427
C3 0.052 C3 0.072
H3 0.124 H3 0.121
03 -0.625 (0K} -0.615
H30 0.416 H30 0.402
o1 -0.372 o1 -0.390
C5 0.024 C5 0.018
H5 0.087 H5 0.098
Cc6 0.168 C6 -0.036
H6A 0.017 H6A 0.089
H6B 0.070 H6B 0.103
06 -0.595 S -0.105
H60 0.375 C4 0.040
c4 0.101 H4 0.138
H4 0.125 04 -0.316
04 -0.309 0.000
-0.001
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residu de glucosa residu de glucosa-S

S ha determinat |a carrega de cada glucosa utilitzant tres conformacions d'un

trimer de glucoses, com s observa ala Figura 88.

8 R

R=0OH 0 S-SCH;

Figura 88. Molecules utilitzades per obtenir les carregues RESP de la unitat central

(entre paréntesis).
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17.2 CARBINOL I CIZOLIRTINA

Carbinol

APENDIX:

Cizolirtina

detalls dels calculs

C03
H16
Co4
H17
C05
H18
C06
H19
Cco1
H15
C02
Cco7
013
3H2
H20
C08
C09
1H2
C10
2H2
N11
N12
C14
H24
H25
H26

-0.111
0.127
-0.173
0.144
-0.113
0.136
-0.173
0.144
-0.111
0.127
0.026
0.117
-0.581
0.401
0.071
0.065
-0.372
0.192
0.087
0.148
-0.484
0.194
-0.025
0.054
0.054
0.054
-0.002

C03
H16
Co4
H17
C05
H18
C06
H19
Cco1
H15
C02
Cco7
013
C26
H27
H28
C29
H30
1H3
N32
C33
H34
H35
H36
C37
H38
H39
H40
H20
C08
C09
1H2
C10
2H2
N11
N12
Ci4
3H2
H24
H25

-0.107
0.130
-0.164
0.137
-0.109
0.130
-0.164
0.137
-0.107
0.130
0.003
0.017
-0.338
0.060
0.072
0.072
-0.098
0.104
0.104
-0.312
-0.164
0.089
0.089
0.089
-0.164
0.089
0.089
0.089
0.122
0.096
-0.366
0.169
0.076
0.147
-0.465
0.173
-0.059
0.067
0.067
0.067
-0.003
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molécula de cizolirtina

S'han utilitzat sis conformacions per a cada molécula per a generar les carregues

de cada molecula.
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17.3 ESTER | AMIDA

Amida

APENDIX:

Ester

detalls dels calculs

C20
H28
H29
H30
C19
c21
1H3
2H3
3H3
c22
H34
H35
H36
Cco1
C02
H26
C03
H27
C18
H25
C05
H24
Co4
NO6
H37
Cco7
023
C08
C10
H39
C13
H38
C12
C11
1H4
C09
H40
C14
C16
H45
H46
H47
C17
H48
H49
H50
C15
2H4
3H4
H44

-0.197
0.034
0.034
0.034
0.400
-0.197
0.034
0.034
0.034
-0.197
0.034
0.034
0.034
0.031
-0.241
0.144
-0.164
0.178
-0.241
0.144
-0.164
0.178
0.205
-0.620
0.268
0.721
-0.552
-0.100
-0.142
0.162
-0.166
0.125
0.009
-0.166
0.125
-0.142
0.162
0.337
-0.157
0.030
0.030
0.030
-0.157
0.030
0.030
0.030
-0.157
0.030
0.030
0.030
0.005

C20
H28
H29
H30
C19
c21
1H3
2H3
3H3
c22
H34
H35
H36
Cco1
C02
H26
C03
H27
C18
H25
C05
H24
Co4
006
DUH
Cco7
023
C08
C10
H39
C13
H38
Ci12
Ci1
1H4
C09
H40
Ci4
C16
H45
H46
H47
C17
H48
H49
H50
C15
2H4
3H4
H44

-0.188
0.033
0.033
0.033
0.388
-0.188
0.033
0.033
0.033
-0.188
0.033
0.033
0.033
0.022
-0.239
0.158
-0.136
0.141
-0.239
0.158
-0.136
0.141
0.188
-0.367
0.000
0.739
-0.536
-0.096
-0.137
0.141
-0.167
0.137
0.001
-0.167
0.137
-0.137
0.141
0.344
-0.181
0.036
0.036
0.036
-0.181
0.036
0.036
0.036
-0.181
0.036
0.036
0.036
-0.007
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Per calcular les carregues de I’ ester i I’amida només s’ ha utilitzat una sola conformacio

per a cada molécula.

2b 2 a0

34 15

023 31

40

35

i 32

25
DUH

24

39

a0

molecula ester (notar la presencia de I’ atom fictici DUH: en la FEP es transforma en

I” hidrogen unit a N de I’ amida)

molécula amida (en aquest cas no s’ indiquen el s tert-butils del's extrems; la numeracié

és lamateixa que per al’ ester)
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17.4 BISADAMANTIL-FOSFAT

Bisadamantil-fosfat neutre

APENDIX: detalls dels calculs

Bisadamantil-fosfat anionic

Cc22
2H3
3H3
C23
H34
C25
H37
H38
C26
H39
c27
H40
1H4
c21
1H3
C20
H29
H30
C19
Cc28
2H4
3H4
C24
H35
H36
C16
H17
H18
Cco1
HO7
HO8
002
P06
013
014
H15
005
Co4
1H1
2H1
C03
HO9
H10
C44
C49
H60
1H6
C53
H67
H68

-0.032
0.012
0.006
0.020
-0.011
-0.032
0.012
0.006
0.020
-0.011
-0.032
0.012
0.006
0.020
-0.011
-0.023
0.004
0.004
0.058
-0.023
0.004
0.004
-0.023
0.004
0.004
0.044
0.015
0.015
0.194
0.022
0.022
-0.470
1.162
-0.655
-0.615
0.420
-0.470
0.194
0.022
0.022
0.044
0.015
0.015
0.058
-0.023
0.004
0.004
-0.023
0.004
0.004

C22
2H3
3H3
C23
H34
C25
H37
H38
C26
H39
C27
H40
1H4
Cc21
1H3
C20
H29
H30
C19
C28
2H4
3H4
C24
H35
H36
C16
H17
H18
Co1
HO7
HO8
002
P06
013
014
005
Co4
1H1
2H1
C03
HO9
H10
C44
C49
H60
1H6
C53
H67
H68
C45

0.000
-0.018
-0.018
0.007

-0.018
0.000
-0.018
-0.018
0.007

-0.018
0.000
-0.018
-0.018
0.007

-0.018
-0.014
-0.028
-0.028
0.404
-0.014
-0.028
-0.028
-0.014
-0.028
-0.028
0.007

-0.074
-0.074
0.375
-0.065
-0.065
-0.486
0.958

-0.649
-0.649
-0.486
0.375
-0.065
-0.065
0.007

-0.074
-0.074
0.404
-0.014
-0.028
-0.028
-0.014
-0.028
-0.028
-0.014
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C45 -0.023 H54 -0.028
H54 0.004 H55 -0.028
H55 0.004 C46 0.007
C46 0.020 H56 -0.018
H56 -0.011 C47 0.000
C47 -0.032 H57 -0.018
H57 0.012 H58 -0.018
H58 0.006 C48 0.007
C48 0.020 H59 -0.018
H59 -0.011 C50 0.000
C50 -0.032 2H6 -0.018
2H6 0.012 3H6 -0.018
3H6 0.006 C51 0.007
C51 0.020 H64 -0.018
H64 -0.011 C52 0.000
C52 -0.032 H65 -0.018
H65 0.012 H66 -0.018
H66 0.006 -0.998
-0.008

" 14
12 o13
1 Dgrt 07 43
o 04 42 3
oS Qi _fon g
08 o6 H3E
AN}
Yo A F 41 5 -
67 {115 H35
166 - 10 40
13 25 224 ’
| - 23
34
A3s
30 3TNGR2 oo
A3
molécula del bisadamantil-fosfat neutre
014
013
05 07 43 39

42 38
00 L

12 08
[ozs
37
09 .
704 H17 22
a ( K 40
- 11 . o3
10 I
55 600 18 2o !. 34
o .
"‘ H5Y [*
58 .
’ Fis9
i 31
8 30
o 68 33

32

66

64
1%}

molecula del bisadamantil-fosfat anionic
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18 PARAMETRES INTRODUITS AL FRCMOD.PAR QUE NO

EREN PRESENTS AL PARM94

Els parametres introduits s'indiquen en el format del parm94. els noms inicias

indiquen elstipus d’ atom i seguidament s'indiquen els valors del's parametres.

18.1 PARAMETRES CICLODEXTRINES

Només un parametre per adefinir un angle:
Tipusd'atom K  Teq (constant deforcai angle d equilibri)

OS-CT-OS 80.0 126.00

18.2 PARAMETRES CARBINOLS | CIZOLIRTINA

Parametresenllag (tipusd’atom K Req: constant de forcai distanciad equilibri)
CTCW310. 1535 C* CV 469. 1418

CW N* 410. 1.385 NB N* 22.  1.386

C*HA 367. 1.075

Parametres angle (Tipusd'atom K  Teq)

CACTOH 63.00 110.0 H1CTCW 50.0 108.0
CACTH1 500 108.0 CWC*HA 350 1273
CACTCW 630 1123 CWC*CVv 80.0 1058
CTcwcC* 700 131.0 CWN*NB 800 1117
CTCWN* 700 1220 CWN*CT 700 1281
OHCTCW 500 1111 C*CVH4 350 1274
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C*CVNB 700 1124

C*CWN* 70.0 106.5

HAC*CV 350 127.0

APENDIX: detalls dels calculs

CV NBN* 80.0 103.7

NBN*CT 700 1200

OSCT OS 80.00 126.0

Parametres pels diedres (tipusd' atom IDIVF PK PHASE PN)
CACTCWC* 1 3.00 180.00

CACTCWN* 1 3.00

0.00

CT CW N* NB 414.50 180.00
CTCWN*CT 41450 180.00

OHCTCWN* 1 3.00

0.00

H1ICTCWC* 1 3.00 180.00

H1CT CWN* 1 3.00

3
3
2
2
OHCTCWC* 1 300 180.00 3.
3
3
3

0.00

Parametres pels diedres impropis

CW CV C* HA 1.1
C* N* CWCT 11
NB CW N* CT 11

18.3 PARAMETRES ESTER | AMIDA

180.00
180.00
180.00

2.
2.
2.

CW N* NB CV 4 14.50
CW C* CV H4 414.50
CW C* CV NB 41450
C* CW N* NB 414.50
C* CWN* CT 41450
HA C* CV H4 41450
HA C* CV NB 4 14.50
CV NB N* CT 414.50

180.00
180.00
180.00
180.00
180.00
180.00
180.00
180.00

Massa (igual que un hidrogen) i radi (nul) per al atom fantasma present al’ ester

DH 0.98 0.00

NB SET CHOSEN: MOD4
Type R*  Eps

DH  0.0000 0.0000

Parametres enllag

DH-OS 434.0 1.010
CA-OS 570.0 1.229
OS-C 5700 1.229

TYPE OF PARAMETER = RE

NN DN YN DD
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Parametres pels angles

DH-OS-CA 30.0 119.80 CT-OS-C 50.0 115.00
DH-OS-CT 30.0 119.80 OS-C-CA 70.0 112.00
DH-OS-C 30.0 119.80 OS-C-CT 70.0 120.00
CA-CA-OS 70.0 120.40 O-C-CA 70.0 122.40
OS-C-O 80.0 126.00 OS-CT-OS 80.0 126.00

C-OS-CA 70.0 115.00

Parametres pels diedres

C-OS-CA-CA 4 6.00 180.0 2. DH-OS-C-CT 4 10.00 180.0 2.
DH-OSC-O 1 250 180.0 2. CA-OS-C-CA 2 180 1800 2.
CA-OSC-O 2 1.80 180.0 2. CT-OSC-CT 2 1.80 180.0 2.
CT-OSC-O 2 1.80 180.0 2 CA-CA-OS-DH 4 6.00 180.0 2.

DH-OS-C-CA 4 10.00 180.0 2.
Parametres pels diedres impropis

CA-HA-CA-CA 110 180.0 2.
CA-CT-CA-CA 1.10 180.0 2.
CT-CA-CA-CA 1.10 180.0 2.
C-CA-CA-CA 1.10 180.0 2.
CA-OS-CA-CA 1.10 180.0 2.
DH-CA-OS-C 1.10 180.0 2.
CT-C-OS-DH 1.10 180.0 2.
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Parametres enllag

0O2-P 525.0 1.566
OS-P 230.0 1.670
OH-P 230.0 1.670
Parametres pels angle
OS-CT-OS 80.0 126.00
HC-CT-OS 50.0 109.50
OS-CT-HC 50.0 109.50

APENDIX: detalls dels calculs
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19 CONDICIONS DELS CALCULS

19.1 ENANTIODIFERENCIACIO: CARBINOL I CIZOLIRTINA

Solvatacié explicita d’ aigua TIP3P amb condicions periodiques de contorn. Doble
tall per a les interaccions no-enllagants de 8-13 A cutoff. Escalfament fins 298 K,
enregistrament de 500 ps guardant 500 snapshots. 2fs time-step, temperatura i pressio
constant.

També s han realitzat pertorbacions d’ energia lliure per a transformar €l carbinol
R aS§, dins la b-ciclodextrina, pero al tenir que cobrir moltes orientacions diferents els
500 ps de pertorbacio no han estat suficients per a donar resultats satisfactoris.
Shaurien de reditzar FEP més llargues, com ja sha comentat en el capitol de
reconeixement molecular, pero la metodologia MM/PBSA ja ens ddna bons resultats

sense tenir que consumir tant temps de CPU.

19.2 RECONEIXEMENT MOLECULAR: ESTER | AMIDA

Solvatacié explicita d aigua TIP3P, condicions periddiques de contorn, 8-13 A
cutoff. Escalfament fins 298 K, dinamica de 500 ps salvant 500 snapshots. 2fs time-
step, temperaturai pressio constant.

Les pertorbacions d energia lliure s han realitzat amb el metode de finestres, cada
mutacié s ha dividit en 201 finestres; DI de 0,005. S han realitzat pertorbacions de 500

ps (1 psequilibri i 1,5 ps d enregistrament a cada finestra), de 5 ns (5 ps equilibri i 20 ps
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d enregistrament), de 10 ns (10 ps equilibri i 40 ps d enregistrament) i finalment de 20
ns (20 ps d equilibri i 80 ps d’ enregistrament a cada finestra).

També s’ harealitzat I’andiss MM/PBSA.

19.3 EFECTE QUELAT: BISADMANTIL-FOSFAT

Per a les ssimulacions de dinamica molecular, totes les molecules i complexos
han estat solvatats amb una caixa de moléecules d’aigua TIP3P. Condicions periodiques
de contorn. 8 A de cutoff primari i 13 A pel secundari. Escalfament fins 298 K,
dinamica de 500 ps salvant 500 snapshots. 2fs time-step, temperaturai pressio constant.

Andiss MM/PBSA i avaluacié de I'entropia de complexaci6 amb NMODE,
utilitzant sis estructures per a cada espécie, extretes de les dinamiques, per obtenir una

estimacio de |’ entropia

19.4 CICLODEXTRINES GEGANTS

Les simulacions de dinamica molecular s han redlitzat en fase gas i en solucio
aquosa (caixa de molécules d’ aigua TIP3P i condicions periodiques de contorn). 8 A de
cutoff primari i 13 A pel secundari. Escalfament fins 298 K, 2fs time-step, temperatura i
pressio constant, dindmica de 2000 ps per CA6-CA9, per a la resta son de 5000 ps.
Degut a problemes técnics que han provocat | aturada de certs calculs hi ha dinamiques
més curtes, com és el cas de la CA12 en aigua (2370ps), laCA13 en aigua (2610 ps) i la

CA26 en aigua (2598 ps amb estructura de partida plana i 3607 ps amb estructura
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cristal-lina de partida), pero hem considerat que ja teniem un temps suficient

d enregistrament i no les hem reiniciat.

També s ha redlitzat I’analiss MM/PBSA per atotes les CA, i dividit € resultat

pel nimero de glucoses de cada CA.

Fitxer de comandes per acalcular el RMS:

FILES IN

PARM pl CA26w_prm.top.Z;

STREAM sl CA26w_md3.trj.Z;

STATIC ref_set CA26w_md3.crd;

FILES OUT

TABLE tabl CA26w.rms;

DECLARE

GROUP grpl ((ATOM NAME C1 C4 O4)& (RESNAME CD?));
RMSTitl FIT grpl sl ref_set;

GROUP grp2 ((ATOM NAME C1 C2 C3 C4 O4)& (RES NAME CD?));
RMSfit2 grp2 fitl,;
OUTPUT

TABLE tabl fitl fit2;

END

La desviacié en e RMS ens dona informacié de com varia |’ estructura a llarg
de la dinamica molecular. Agafem com a referencia (per comparar) I’ estat final de la
dinamica (CA26w_md3.crd) i amb aguest anem comparant totes les altres estructures.
Observem les variacions a superposar I’esquelet de la CA (no pas tots els atoms,
sempre tindriem diferencies grans). Com a esquelet entenem els atoms que formen una
linia continua en la CA (C1, C2, C3, C4 i 04), aixi les diferencies en RMS ens

indicaran elsreplegamentsi girs que s efectuen.
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06
o o c6 . 5
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03 02 03 02

Representacio esquematica d' una cicloamilosa. Es divideix en residus, unitats de

glucosa (n, n+1, n-1, ...), i cada atom s'identifica per un nom (C1, C2, C3...).

Fitxer de comandes per calcular les distancies:

FILES IN

PARM pl CA26w_prm.top.Z;
STREAM s1 CA26w_md3.trj.Z;
FILES OUT

TABLE tabl CA26w_o1l.tab;

TABLE tab26 CA26w_026.tab;
TABLE tab29 CA26w_secL tab;

TABLE tab54 CA26wW_sec26.tab:
DECLARE

DIST 01 O4 1 04 2; > distancia entre oxigens glucosidics O4(n)-O4(n+1).

DIST 026 04 26 04 1;
DIST secl O2 2 O3 1; - distancia entre els hidroxils secundaris O2(n)-O3(n-1).

DIST sec26 02 1 O3 26:
OUTPUT
TABLE tabl ol:

TABLE tab26 026;
TABLE tab29 secl;

TABLE tab54 sec26;
END
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Fitxer de comandes per calcular els angles:

FILES_IN

PARM pl CA26w_prm.top.Z;
STREAM sl CA26w_md3.trj.Z;
FILES OUT

TABLE tabl CA26w_o001.tab;

TABLE tah26 CA26W_00026.tab;
TABLE tab29 CA26w_cocl.tab;

TABLE tab54 CA26W_coc26.tab;
DECLARE

ANGLE 0001 04 1 04 2 04 3; - angle entre els O4(n)---0O4(n+1)---04(n+2)

ANGLE 00026 04 26 04 104 2;
ANGLE cocl C12 041 C41; - angle d’enllag glucosidic C1(n)---04(n-1)-C4(n-1)

ANGLE coc26 C1 1 04 26 C4 26;
OUTPUT
TABLE tabl oool;

TABLE tab26 00026;
TABLE tab29 cocl;

TABLE tab54 coc26:
END
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Fitxer de comandes per calcular els diedres:

FILES_IN

PARM pl CA26w_prm.top.Z;
STREAM s1 CA26w_md3.trj.Z;
FILES OUT

TABLE tabl CA26w_o0001.tab;

TABLE tab26 CA26W_000026.tab;
TABLE tab29 CA26w_fil.tab;

TABLE tab54 CA26w_fi26.tab;
TABLE tab57 CA26w_tetal tab;

TABLE tab82 CA26w._teta26.tab:
TABLE tab85 CA26w_flipL.tab;

TABLE tab110 CA26w_flip26.tab;

DECLARE

TORSION 00001 041 042 04 3 04 4;

...~ diedre entre els O glucosidics O4(n)---:O4(n+1)---04(n+2) )---O4(n+3)
TORSION 000026 0426 04 104 204 3;
TORSIONfilC12041C41C31;

...~ diedre phi ¢ : C1(n)---:O4(n-1)-C4(n-1)-C3(n-1)

TORSION fi26 C1 1 04 26 C4 26 C3 26;

TORSION tetal 012C1204 1 C4 1;

...~ diedre theta 6 : O1(n)-C1(n)---O4(n-1)-C4(n-1)

TORSION teta26 O1 1 C1 104 26 C4 26;

TORSION flipl 031C41C1202 2;

...~ diedre entre els hidroxils secundaris O3(n)---C4(n)---C1(n+1)---O2(n+1)
TORSION flip26 0326 C426 C1 102 1;
OUTPUT

TABLE tabl ooo01,

TABLE tah26 000026:
TABLE tab29 fi1l:

TABLE tab54 fi 26:
TABLE tab57 tetal:

TABLE tab82 teta26:
TABLE tab85 flipl:

TABLE tab110 flip26;
END
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Fitxers de comandes per calcular els enllacos d’ hidrogen:

FILES IN

PARM pl CA26w_prm.top.Z;

STREAM s1 CA26w_md3.trj.Z;

FILES OUT

HBOND h1 CA26w_hb;

DECLARE

GROUP gl (ATOM TYPE OH OS); -> tots O de la CA com a acceptors d’hidrogen
GROUP g2 (ATOM TYPE OH OW); - hidroxils de la CA i aigua com a donors
OUTPUT

HBOND h1 DONOR g2 ACCEPTOR g1 STATS;

END

Enllacos d’hidrogen dins la CA i amb I’aigua com a donor d’hidrogen

FILES IN

PARM pl1 CA26w_prm.top.Z;

STREAM s1 CA26w_md3.trj.Z;

FILES OUT

HBOND h1l CA26w_hb2;

DECLARE

GROUP g1 (ATOM TYPE OW); - tots O de I’aigua com a acceptors
GROUP g2 (ATOM TYPE OH); - hidroxils de la CA com a donors
OUTPUT

HBOND h1 DONOR g2 ACCEPTOR g1 STATS;

END

Enllagos d’hidrogen dels hidroxils de la CA com a donors d’hidrogen amb I’aigua.

Definici6 dels simbols de tipus d’ atom:

OH = hidroxils secundaris (02, H20, O3 i H30), hidroxils primaris (06, H60O) de la
CA.

OS = oxigenstipus éster (O1) i oxigens glucosidics (O4) de la cicloamilosa.

OW = molecules d'aigua (OW i HW).

Els enllagos d’ hidrogen es calculen en dos fitxers separats per qué s empréssim
un sol fitxer com ara:
GROUP g1 (ATOM TYPE OH OS OW);

GROUP g2 (ATOM TYPE OH OW);

281




APENDIX: detalls dels calculs

Obtindriem tots els enllagos d hidrogen de I’aigua (OW) amb |’aigua (OW), i com
tenim milers de molecules d aigua en resultarien fitxers de resultats immensos i que a
MEs no ens proporcionen cap informacié. Dividint € fitxer de comandes en dues parts

ens evitem aquest problema.
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FE D’ERRADES

- Pag 23: I’estructura del Aost (tiourea) és compresa (falta I’accent).

- Pag 39: “complexes” per “complexos”.

- Pag47: CA26 es defineix com a “doble helix simple esquerra”, millor levogira.

- Page69, 83,97, 119, 145, Monty Pyrthon no, és Monty Python.

- Pag 88: “pyrr” hauria de ser “pyr”, en diverses posicions en el text.

- Pag 91, ROESY (rotating-frame nuclear Overhauser Spectroscopyr) hauria de ser

Spectroscopy.

Pag 119 els grups adamantil de I’esquerra a la figura 34 han d’estar tancats.

Pag 210, falten frases al final de la pagina:
la magnitud i direcci6 del dicroisme circular induit es pot relacionar amb
orientacié d’una molécula dins la CyD®’, també es pot relacionar una
major o menor discriminacio quiral amb la conformacié que adopta el

complexss.

87 Mayer, B.; Zhang, X.; Nau, W.M.; Marconi, G.; J. Am. Chem. Soc., 2001, 123, 5240.

% Hembury, G.; Rekharsky, M.; Nakamura, A.; Inoue, Y.; Org. Lett., 2000, 2 (21), 3257.

- Pag 230 A la primera frase; “compren” hauria de ser “compren”.
- Pag 2531257, ala Taula 43 i a la Taula 44 s’indica Distancia C=N i hauria de ser
Distancia C-N.

- Pag 273, “Parametres pels angle” hauria de ser “Parametres pels angles”.



