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DADES DEL CENTRE

El Treball de Fi de Grau s’ha realitzat utilitzant la informacid i els resultats obtinguts
durant I'estada de practiques externes duta entre els mesos de febrer i maig de I’any 2021 al
grup de recerca en Quimioinformatica i Nutricié. Aquest grup de recerca pertany al Departament
de Bioquimica i Biotecnologia de la Universitat Rovira i Virgili i esta dirigit per en Dr. Gerard
Pujadas i Anguiano i en Dr. Santi Garcia-Vallvé. L'objectiu del grup és utilitzar eines de disseny
computacional, com sén els metodes de docking proteina-lligand, juntament amb
experimentacié al laboratori per buscar nous compostos bioactius i demostrar les activitats
predites. La investigacio esta dins del marc d’una col-laboracié del Dr. Pere Puigho
(Phylogenomics and Evolutionary Research group) amb el laboratori Helander-Saikkonen, de la
Universitat de Turku (Turku, Finlandia). Aquest laboratori actualment esta involucrat en
investigacions focalitzades en diversos temes relacionats amb I’evolucid i I’ecologia, com sén
I’estudi de les implicacions evolutives i ecologiques de la variacié genetica, I'enriquiment
d’espeécies i la diversitat funcional de plantes, fongs i herbivors o I’estudi dels canvis en el rang
de les espeécies impulsat pel canvi climatic. No obstant aquestes investigacions, una de les
recerques més prometedores, en la qual he estat involucrat indirectament, és la identificacié
dels potencials efectes de I'Us excessiu de fertilitzants i pesticides en diversos ambients.
L'investigador principal involucrat en aquest estudi és en Dr. Pere Puigho que actualment forma
part de I'equip investigador d’un projecte financat per I'academia de Finlandia (Projecte No.
311077) per estudiar els efectes del glifosat en organismes no diana. El Dr. Puigho, que també
forma part de la Universitat Rovira i Virgili com a professor associat, treballa en I’ambit de la
biologia computacional i la genomica microbiana. De manera que la investigacié del glifosat i de
les diferents classes de I’enzim EPSPS d’aquest herbicida duta a terme a través de la
bioinformatica, I’he realitzat amb el suport d’en Dr. Gerard Pujades, en Dr. Santi Garcia Vallvé i
del grup de recerca de Quimioinformatica i Nutricié i el Dr. Pere Puigho en col-laboracié amb el

grup de recerca del laboratori Helander-Saikkonen.
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RESUM

El Treball de Fi de Grau es basa en I’analisi computacional de les varietats existents en
les seqliencies de I’enzim 5-enolpyruvylshikimate 3-phosphate synthase (EPSPS). L'enzim forma
part de la via del shikimat, sent clau per la sintesi de tres aminoacids aromatics en plantes i
microorganismes. La presencia de I’enzim s’ha detectat en la microbiota de molts organismes,
inicialment en les abelles i recentment en la microbiota intestinal humana. El glifosat és un
herbicida utilitzat freqlientment a I’agricultura que pot interaccionar amb I’enzim inhibint la
seva funcid i que, per tant, la seva toxicitat a escala microbiana ha de ser considerada. L'objectiu
principal d’aquesta investigacié és poder distingir mitjancant programes de docking proteina-
lligand les variants d’aquest enzim conegudes com a sensibles i resistents al glifosat. L’estudi per
docking de les possibles conformacions que pot adoptar el glifosat i que permeten la seva
interaccié amb residus del centre actiu de I’enzim pot permetre diferenciar si aquest és sensible
o resistent a I’herbicida. Els resultats obtinguts en aquesta investigacié demostren que és
possible la distincio per zones dels enzims EPSPS, classificant-los com a potencialment sensibles
o resistents a I'herbicida segons en la zona que es situi. No obstant aix0, s’observa que la
distincid és problematica per una sobre-representacié d’enzims mutants a la base de dades del
Protein Data Bank (PDB). L’estudi i obtencié d’aquests resultats sén un gran pas inicial en I’is de
docking per I'analisi de la sensibilitat al glifosat dels enzims EPSPS, obrint la porta a una

metodologia nova i prometedora, perd que encara esta lluny del seu maxim potencial.

Paraules clau: glifosat; 5-enolpiruvilshikimat-3-fosfat sintasa; fosfoenolpiruvat; docking

proteina-lligand; resisténcia; sensibilitat.

Abreviacions:

EPSPS 5-enolpiruvilshikimat-3-fosfat sintasa AMPA Acid aminometilfosfonic
GPJ Glifosat POEA Polioxietil amina
PEP Fosfoenolpiruvat EPSP 5-enolpiruvil shikimat 3-fosfat
S3pP Shikimat-3-fosfat Pi Fosfat inorganic
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INTRODUCCIO

1. GLIFOSAT

La moléecula N-(fosfonometil) glicina, coneguda comunament amb el nom de glifosat o
RoundUp, és un compost quimic catalogat com a acid fosfonic amb la formula quimica C3HgNOsP.
Aquesta molécula és globalment coneguda perqueé s’utilitza com a herbicida gracies a la seva
alta capacitat i alt espectre per eliminar plantes no desitjades en camps de cultius (1,2). El
glifosat és I’herbicida per excel-lencia més utilitzat arreu del mdn, iniciant el seu Us en el sector
agricola durant I'any 1974 gracies al descobriment de la seva activitat herbicida per part de
I’empresa Monsanto. Tanmateix, el seu descobriment es remunta a l’any 1950, quan la molécula

de N-(fosfonometil) glicina va ser descoberta pel Dr. Henri Martin (1).

1.1 Us del glifosat

Durant els seus inicis, per culpa de la seva capacitat no selectiva, aquest compost només
podia ser utilitzat en condicions concretes. Per exemple, quan es pretenia eliminar tota classe
de vegetacid abans de dur a terme la plantacié de cultius o quan es volia controlar el creixement
de les plantes (3). No obstant aix0, el seu gran éxit comercial i el seu Us il-limitat es va assolir
amb I'aparicié dels cultius transgénics. Amb I’Us de I’enginyeria genética, les primeres plantes
modificades geneticament van arribar a I’agricultura, presentant tolerancia o resistencia a
diversos herbicides, entre ells al glifosat. Des de la introduccié de cultius resistents al glifosat, el

seu Us ha augmentat exponencialment any rere any (4).

Als Estats Units, gairebé el 90 % dels cultius transgenics han sigut creats per tal d’adquirir
resisténcia a aquest herbicida d’ampli espectre (5,6). Gracies a aquest augment dels cultius
geneticament modificats, I’Us del glifosat ha continuat augmentant fins a arribar a utilitzar-se
108,8 milions de kilograms de glifosat a I'any. Tots aquests aspectes, a més del preu assequible
i I'efectivitat demostrada com a herbicida, causen que el glifosat sigui considerat I’'herbicida més

ideal fins ara (3).
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1.2 Mecanisme d’accio

El glifosat actua a nivell de la via metabolica del shikimat, inhibint I’enzim 5-
enolpiruvilshikimat-3-fosfat sintasa (EPSPS) requerit per la biosintesi d’aminoacids aromatics
(fenilalanina, tirosina i triptofan) (7). De forma més detallada, el glifosat competeix directament
amb el substrat original de I’enzim, el fosfoenolpiruvat (PEP), per unir-se al seu lloc d’unid. A
conseqliencia de la unié del glifosat al lloc d’unié del substrat PEP, es produeix la inhibicid de
I’enzim i per tant la via metabolica del shikimat és inhibida. La inhibicié causa una reduccio de la
produccié d’aminoacids aromatics, a més de provocar grans acumulacions de shikimat a la
cél-lula (8). EI mecanisme d’accié del glifosat que confereix la capacitat d’inhibir el creixement
de plantes no desitjades és un mecanisme Unic, ja que és I’Unica molécula que s’ha comprovat
experimentalment que pot inhibir aquest enzim. El glifosat no presenta cap molécula analoga
gue produeixi aquesta inhibicid, de manera que és considerat un excel-lent inhibidor de I’enzim

EPSPS, fent que s’utilitzi de forma no selectiva com a herbicida (1,8).

1.3 Toxicitat i perfil ambiental del glifosat

A conseqiiéncia de I'excessiu Us del glifosat com a herbicida en grans quantitats, el seu
impacte mediambiental i la toxicitat sén els principals problemes que presenta aquest herbicida,

juntament amb I'increment abundant de plantes resistents (9).

La descomposicio del glifosat és un parametre de certa rellevancia perque el principal
metabolit format a través del glifosat, I'acid aminometilfosfonic (AMPA), pot resultar toxic en
altes quantitats. Aquest compost pot afectar a diversos graus en I’ecosistema en el qual es trobi,
tal com succeeix amb el glifosat (10). La degradacid de I’herbicida pot produir-se tant en les
plantes ruixades per aquest compost com en els sols en els quals existeixen gran varietat
d’organismes capacos de produir la seva descomposicié (3,5,9). El glifosat i els seus metabolits
es poden trobar en els sols, en les plantes i fins i tot en els aliments, en els quals també s’han
observat experimentalment aquests residus en una moderada concentracid. Per aquest motiu,
és important tenir en compte també els possibles efectes adversos cronics, tant del glifosat com

del AMPA, el seu metabolit primari. (3).
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La preséncia d’adjuvants, que actuen com a surfactants, inclosos en herbicides s’ha de
considerar per la seva possible toxicitat (11). Els surfactants sén substancies utilitzades
conjuntament amb els herbicides amb |'objectiu d’incrementar I'absorcid i la translocacid
d’aquests en les plantes. Alguns compostos que actuen com a surfactants, com sén la polioxietil
amina (POEA), poden resultar relativament toxics segons I’organisme que els presenti, entre

d’altres factors, augmentant aixi la toxicitat del glifosat (3,9).

A causa del constant i extens Us del glifosat que produeix la seva acumulacié en
I"ambient i la d’altres substancies com metabolits o adjuvants, han sorgit preocupacions sobre
els efectes toxics d’aquestes substancies acumulades en el sol, plantes, animals i

microorganismes (9).

1.3.1 Efecte del glifosat en plantes

El glifosat és absorbit amb certa rapidesa a través de les diferents superficies de les
plantes. Quan aquest herbicida és ruixat a les plantes, és absorbit majoritariament a través de
difusié per les cuticules. Tot seguit, és translocat al floema en el qual es distribuira de forma
generalitzada, assolint inclus els teixits de creixement (1,12). El glifosat generalment no és
eliminat, o és eliminat molt a poc a poc a través de la seva descomposicié. Per aquest motiu, el
glifosat actua molt lentament, permetent la seva expansio per tots els teixits de la planta abans
gue la fitotoxicitat limiti el seu moviment (8). S’ha evidenciat que el glifosat i els seus metabolits
son capacos d’inhibir I’activitat enzimatica antioxidant i induir I’'acumulacié d’espécies reactives
d’oxigen, causant danys cel-lulars (9). La planta afectada és poc probable que torni a créixer com
a conseqliencia de I'efecte del glifosat en els teixits de creixement i a la seva bona translocacid i
absorcio per part de la planta (8). Experimentalment s’ha detectat que el glifosat pot augmentar
el risc d’infeccions per patogens per culpa de I'abséncia de compostos aromatics secundaris,

com son les fitoalexines antimicrobianes que defenen les plantes contra patogens (13).

Es important tenir en compte que I’Us continuat del glifosat any rere any pot comportar
conseqliencies com la tolerancia o resisténcia a I’herbicida. La continua evolucid de la resisténcia
al glifosat en plantes com a resultat d’aquesta massiva pressio de seleccié creada pel constant
us del glifosat s’ha vist evidenciada per un augment elevat de casos de resisténcia (6). Amb
I’objectiu d’eliminar aquestes plantes, I'Us del glifosat s’ha vist encara més augmentant, aplicant

ratios més altes d’aquesta substancia i ruixant les plantes més continuament (5).
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1.3.1.1 Toxicitat a la microbiota de les plantes

Una relacid indirecta entre el glifosat i els seus metabolits i la microbiota de diverses
especies de plantes s’ha observat experimentalment. La microbiota de les plantes esta
composta per una immensa quantitat d’espécies diferents que venen determinades per
I’especie de la planta i el sol en el qual aquesta planta es troba. Pel fet que existeixen diversos
microorganismes que sén sensibles al glifosat, la seva aplicacié en plantes pot causar canvis en
la microbiota d’aquesta i en la seva composicié (9,13). Experimentalment, s’ha demostrat que
aquests compostos produeixen variacions en les poblacions de la microbiota endofitica i de la
rizosfera. Aixd demostra el clar impacte de I’aplicacié de glifosat en la diversitat bacteriana que

es troba en les arrels i la rizosfera de les plantes (13).

1.3.2 Efecte del glifosat en animals i humans

El glifosat és una molecula considerada neutra pels animals perquée aquests organismes
no presenten la via metabolica del shikimat, i en conseqiiencia, tampoc I’enzim diana del glifosat
(EPSPS). Per aquest motiu, existeix una abséncia de toxicitat aguda del glifosat en animals com
son els mamifers, reptils i amfibis després d’una exposicié a aquest herbicida. Per tant, encara
que el glifosat s’utilitza en abundancia, aquest conté molt baixa toxicitat cap als animals, més

concretament cap als mamifers, presentant fins i tot una toxicitat aguda menor que la sal (1,8,9).

No obstant I'aparent seguretat del glifosat, la gran quantitat d’herbicida i metabolits
relacionats a aquest que s’acumulen a I'ambient poden causar toxicitat cronica severa en
diferents nivells (9). Diversos estudis han establert certa correlacio entre I’Gs incrementat del
glifosat i diverses malalties humanes com poden ser complicacions respiratories (14) i danys
renals (15) encara que a uns nivells baixos. Per altra banda, efectes adversos en el sistema
reproductor d’animals de granja s’han evidenciat en preséncia de glifosat a determinades
concentracions (16). De forma més concreta, en el cas dels humans, la seva exposicio al glifosat
s’ha de tenir en compte si és a grans concentracions. Tanmateix, avui en dia la majoria de
productes amb glifosat no contenen altes concentracions d’aquest compost, de tal manera que

el risc d’experimentar una exposicié toxica aguda és minima (5).
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1.3.2.1 Toxicitat a la microbiota de les abelles

La toxicitat del glifosat també s’ha evidenciat a la microbiota en alguns animals (17). La
primera evidéncia va produir-se en les abelles, en les quals es va observar que |’exposicio al
glifosat produia canvis significatius en la microbiota intestinal. Aquests canvis acaben afectant
severament la salut de les abelles, reduint la seva efectivitat com a pol-linitzadores (18-20). La
seva microbiota intestinal, com la de la majoria d’animals, presenta diverses funcions crucials
com sén el processament d’aliments, la regulacié del sistema immune i la defensa contra
patogens (19,21,22). Existeixen espécies microbianes residents en l'intesti de les abelles que
presenten tolerancia a altes concentracions de glifosat gracies a la preséncia d’una variant de
I’enzim EPSPS que és resistent a aquest compost. No obstant aix0, la gran majoria no presenten
aquesta tolerancia, fent que el glifosat afecti greument a la composicié de la microbiota i
produint que siguin més susceptibles a estressos ambientals (19). S’ha evidenciat que I'efecte
d’altes concentracions de glifosat sobretot afecten a les abelles immadures, produint la seva
mort (22). Altres estudis sobre la microbiota intestinal de les abelles també corroboren I’accid
negativa del glifosat causant canvis en I'abundancia de la majoria de les espécies bacterianes,
com en Snodgrassella alvi (20,21). Per aix0 es creu que I'Us massiu del glifosat a I’agricultura

podria ser una de les raons del declivi de les poblacions d’abelles i altres insectes (23).

1.3.2.2 Toxicitat a la microbiota humana

El glifosat ha sigut considerat com un compost segur pels humans i per altres animals
per la mancancga de la via metabolica del shikimat d’aquests organismes (1). No obstant aixo,
com ja s’ha esmentat, investigacions recents han descobert la preséncia de la via metabolica en
diversos microorganismes, molts d’ells sent part de la microbiota. En el cas dels humans, avui
en dia existeixen estudis que tenen com a objectiu I’avaluacio de I'impacte i I’efecte del glifosat
en la microbiota humana de I'intesti. Un d’aquests, és I’estudi realitzat a la Universitat de Turku,
en la qual s’han avaluat diversos enzims EPSPS provinents d’espécies de microorganismes
diferents dels quals destaquen vuitanta residents en la microbiota humana (24). S’ha observat
que gairebé un 54 % de les espécies avaluades presenten sensibilitat al glifosat, podent ser
afectats per moderades i altes concentracions de glifosat. Els resultats suggereixen que I'efecte
del glifosat pot produir canvis en la composicidé de la microbiota humana intestinal, reduint la
seva diversitat. Aixo és perque el glifosat afecta a una de les vies metaboliques essencials.

Aquest percentatge correspon al 20 % del total d’espécies bacterianes que viuen a l'intesti (24).
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2. ENZIM 5-ENOLPIRUVILSHIKIMAT-3-FOSFAT SINTASA

La via metabolica del shikimat consta de set reaccions consecutives en les quals es
produeix una transformacié dels substrats inicials provinents del metabolisme del carboni, com
son el fosfoenolpiruvat (PEP) i la D-eritrosa 4-fosfat (E4P), per a obtenir un compost anomenat
acid corismic. Aquest compost és el precursor universal de tots els aminoacids aromatics
(fenilalanina, tirosina i triptofan), a més de diversos metabolits derivats d’aquests (25) (Figura
1). La via metabolica del shikimat és caracteristica de les plantes, aixo no obstant, també s’ha
trobat en altres organismes com bacteris, fongs i alguns protists. Respecte als animals, la via del

shikimat no s’ha observat en aquests organismes (7).

OH E4P
3 H,0 P;
OQ/Y\O® 2 ! HO COOH HO COOH H,O NADPH NADP* COOH
I oo — e
synthase
CH,  pep 07 ~""0H

- COOH HO™ " ~0H
® 0~ “CooH OH OH
DAHP 3-Dehydroquinate Shikimate
o ’ OH
B ATP
OH
3-Dehydroshikimate
COOH COOH COOH
CHz EPSP
synthase
Y 0 COOH COOH
OH
Chorismate EPSP Shikimate 3-
phosphate

Figura 1. Esquema de les set reaccions de la via metabolica del shikimat. Figura modificada de la referencia (7).

La importancia d’aquesta via recau en gran part en la produccié del precursor dels
aminoacids aromatics essencials fenilalanina, tirosina i triptofan (26). Aquests aminoacids
aromatics sén molécules necessaries per a la biosintesi de proteines en qualsevol organisme. La
biosintesi d’aquests aminoacids, en alguns organismes, és possible gracies a la via del shikimat
(7). Altrament, la via també esta involucrada en la sintesi de les vitamines K; i Bg i I’hormona
anomenada acid salicilic que presenta funcié de defensa en plantes (Figura 2) (7). Tanmateix,
per culpa de la pérdua evolutiva de la via del shikimat, els animals necessiten obtenir d’altres
formes els productes que s’obtenen d’aquesta via, ja que son nutrients necessaris per a
qualsevol cél-lula. Per tant, en els animals es presenten altres vies alternatives per sintetitzar

aquests nutrients encara que sobretot sén incorporats a través de la dieta (26).
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Figura 2. Esquema de les vies de sintesi dels aminoacids aromatics essencials i de vitamines relacionades amb la via
del shikimat. L’acid corismic és un precursor utilitzat per les vies de sintesi dels aminoacids aromatics essencials i les
proteines K; i Bo. Figura extreta de la referéncia (7).

L’enzim 5-enolpiruvilshikimat-3-fosfat sintasa (conegut com a EPSPS, EC 2.5.1.19) és un
enzim de la familia transferasa que actua en la via metabolica del shikimat, catalitzant la sisena
reaccié de la via (25). La reaccié és la transferéncia de la unitat enolpiruvil del fosfoenolpiruvat
al 5-hidroxil del shikimat-3-fosfat (S3P) per produir el 5-enolpiruvilshikimat 3-fosfat (EPSP) i el
fosfat inorganic (Pi). Aquesta reaccié es produeix mitjangant un intermediari tetraedric format
per S3P i un estat de carbocatié del substrat fosfoenolpiruvat, tot seguit de I’eliminacié del fosfat

inorganic (7,27) (Figura 3).

CH,
S3pP EPSP
COO- 000 PP co0 P COO0-
K / CH;
204P0 OH GPJ 204P0 o)kcoo-
'ZOJP/\N/\ coo-
OH H OH

Figura 3. Reaccio quimica catalitzada per I’enzim EPSP sintasa. Figura modificada de la referencia (27).
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2.1 Estructura i funcié de I’enzim

Focalitzant en I’estructura enzimatica de I'EPSPS, es destaca que és un enzim monomeric
amb un pes molecular d’aproximadament 46.000 kDa. S’ha comprovat que aquesta proteina
esta composta per dos dominis globulars diferents, cadascun format per 3 unitats de plegat
identiques (BaBaB6-folding unit) (28) (Figura 4). Els dominis estan connectats per una doble
cadena proteica anomenada hinge que permet I'aproximacié d’ambdds dominis, actuant com a

regié d’unié (27,29).

INTERIOR

—— SURFACE

Figura 4. Visualitzacié en 2D i 3D de I’enzim EPSPS (Estructura del PDB: 2AA9). (a) S’observa la topologia dels principals
elements de I'estructura secundaria de les unitats de plegat. Les lletres a-f determinen I'ordre d’aparicio dels elements
a través de la cadena. Figura extreta de la referéncia (28). (b) S’observa el primer i el segon domini de I'estructura
proteica, ambdds compostos per 3 unitats de plegat idéntiques. En color groc s’observen les lamines beta. En color
vermell s’observen les hélixs alfa. En color blau s’observen els girs. Elaboracié propia utilitzant el programa
SwisPDBViewer i la pagina web iCn3D Structure Viewer del NCBI.

2.1.1 Centre actiu

Respecte als residus que confereixen el centre actiu, s’ha evidenciat en Escherichia coli
I’existéncia de diversos residus que sén clau en la reaccié que catalitza I’enzim. El principal residu
és la Lisina de la posicié 22 que actua com a base catalitica per desprotonar I’extrem 5-hidroxil
del substrat S3P. La Glutamina de la posicié 341 també destaca perqué actua com a acid per
protonar I'atom C3 del substrat fosfoenolpiruvat. A més a més d’aquests residus, s’han
determinat altres residus essencials a través de la mutacié d’aquests per tal d’observar la
disminucio drastica de I'activitat especifica de I’enzim (30). La preséncia de residus estrictament
conservats en el centre actiu dels enzims EPSPS és un fet gracies a la seva importancia catalitica.
Els principals residus estrictament conservats que s’han identificat son Lisina 22, Serina 23,
Arginina 27, Glicina 96, Arginina 124, Serina 169, Glutamina 171, Serina 197, Asparagina 313,
Lisina 340, Glutamic 341, Arginina 344 i Arginina 386 (29) (Figura 5).
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Figura 5. Representacio del centre actiu de I'enzim EPSPS amb S3P i GPJ unit. Les etiquetes en negreta dels residus
determinen els residus estrictament conservats del centre actiu. Les molécules en negreta integrades al centre actiu
determinen el primer substrat de I’enzim (S3P) situat a la part esquerra i el glifosat (GPJ) situat a la part dreta. En el
requadre de la dreta es troba el segon substrat de I’'enzim (PEP). Figura modificada de la referencia (29).

2.1.2  Canvi conformacional de I'enzim

Experimentalment en E. coli s’ha demostrat que I’enzim pateix un canvi conformacional
un cop s’uneix al lloc d’unié el substrat S3P (29,31). D’entrada I'enzim es troba en una
conformacio oberta en la qual els dominis globulars proteics estan distants entre si. Després de
la unid del substrat S3P es produeix el canvi conformacional, canviant la conformacié oberta a
una tancada en la qual els dominis globulars proteics se situen més proxims entre si. Aquesta
aproximacié dona lloc a un ambient confinat i altament carregat que esta immediatament
adjacent al grup hidroxil del S3P i que és el lloc actiu d’unié del PEP (31). Per tant, el canvi
conformacional produit per la unié del S3P provoca que el segon substrat de la reaccid (PEP) es

pugui unir al seu lloc d’unié corresponent en el centre actiu (29,32) (Figura 6).
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Figura 6. Representacio cartoon de les dues conformacions de I'enzim EPSPS de I’espécie E. coli. (a) Conformacio
oberta (sense cap substrat unit). (b) Conformacic tancada produida per la unié del substrat S3P. En groc una molécula
de substrat S3P unida. En magenta una molécula de glifosat unida. Figura extreta de la referencia (29).

En un estudi de I'especie Streptococcus pneumoniae, es planteja que el lloc d’unié del
fosfoenolpiruvat només pot ser format per ambdds dominis, anomenats N i C terminal, quan
aquests s’aproximen entre si pel canvi conformacional (33). La topologia general dels enzims
EPSPS d’E. coli i S. pneumoniae és similar i en ambdds casos s’ha demostrat el canvi
conformacional de I’enzim necessari per a dur a terme la reaccié catalitica. Finalment es pot
destacar que la unié del primer substrat (S3P) al seu lloc d’unié concorda amb el model d’accid
enzimatica anomenat lock-and-key model. El lloc d’unié és preservat al domini N-terminal sense
important la conformacié de la proteina (33). Aquest model suggereix que el substrat i el seu
lloc d’unié presenten una total complementarietat de manera que es produeix una unié
completa del substrat al lloc d’unié (34). Per altra banda, la unié del segon substrat (PEP) al seu
lloc d’'unié concorda amb el model anomenat induced-fit model. Aixo és perque el lloc d’unié del
segon substrat sorgeix del canvi conformacional induit per la unié del primer substrat i part
d’aquest lloc d’unié és reorganitzat d’'una forma induida per acomodar al fosfoenolpiruvat per

unir-se (33,34).
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2.2 Inhibicioé de I’enzim pel glifosat

El glifosat és I’Unic herbicida que pot inhibir I’enzim EPSPS (35). S’ha vist que les plantes
transformades amb I’enzim EPSPS resistent al glifosat son 50 % més resistents al glifosat que les
plantes no transformades Aixo suggereix que I’enzim EPSPS és realment un lloc diana d’unid del
glifosat (8). La inhibicid causada per la unié del glifosat al centre actiu de I’enzim és una inhibicio
competitiva perque la molécula d’herbicida competeix directament amb el lloc d’unié del
substrat endogen (PEP) de I’enzim EPSPS (Figura 5). El glifosat forma un complex ternari estable
i no covalent amb I’enzim i el primer substrat, causant la inhibicié de I’enzim (36). L’any 2003 es
va poder comprovar que el glifosat s’uneix en el mateix lloc d’unié que el substrat PEP, imitant
un estat intermediari amb el S3P. Es va observar com els enllagos que es produien quan el
substrat PEP s’unia, també es produien de forma idéntica quan el glifosat s’unia, establint-se
interaccions similars (37). El glifosat i el fosfoenolpiruvat sén molecules senzilles, curtes i de poca
mida, compostes ambdds per un grup fosfat i un grup carboxil, presentant poques variacions
estructurals entre si. Es per aquest motiu que presenten una gran semblanga en termes
d’estructura quimica i carrega (38,39) (Figura 7). No obstant aixo, el glifosat no ha de ser
considerat un simple analeg del fosfoenolpiruvat, ja que I’herbicida sembla imitar un estat
intermediari del PEP en comptes de la seva estructura inicial (31). Per altra banda, el primer
substrat de I’enzim EPSPS no competeix amb el glifosat per la unié al centre actiu. En aquest cas,
no es dona aquesta inhibicido competitiva que s’ha comprovat amb el segon substrat. No obstant
aix0, aquest primer substrat S3P és essencial a I’hora d’unir-se el glifosat, ja que, si aguest no

esta unit previament, el glifosat no podra unir-se al lloc d’unié del segon substrat (32,35).

Figura 7. Estructures quimiques en 3D del fosfoenolpiruvat (estructura superior) i del glifosat (estructura inferior). Els
atoms vermells simbolitzen atoms d’oxigen; els grisos atoms de Carboni; els taronges atoms de fosfor; els blaus atoms
de nitrogen; els blancs atoms d’hidrogen. Figura extreta de la pagina web PubChem de NCBI (38,39).
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3. MECANISMES MOLECULARS DE RESISTENCIA AL GLIFOSAT

L’Us excessiu i en altes quantitats de glifosat any rere any ha causat I'aparicié d’una forta
i extensa pressid de seleccié en les plantes afectades per I'herbicida (1). Aquesta pressid ha
donat a lloc a I'aparicid, I'evolucid i la seleccié de resisténcia al glifosat en una abundant
guantitat d’especies de plantes (40). A més a més, tenint en compte la creacié in vitro de plantes
transgeniques resistents a I’herbicida a través de |I’enginyeria geneética, és raonable I'aparicio
d’aquesta resisténcia generalitzada en molts tipus de plantes (41). La resisténcia al glifosat
adquirida per les plantes prové d’un gran ventall de mecanismes involucrats entre si. Es planteja
qgue l'acumulacié dels diferents mecanismes de resistencia ha provocat en certa manera
I"augment dels nivells de resisténcia al glifosat en resposta a la continua pressié de seleccid de
I’herbicida. La resistencia al glifosat no només s’ha donat i observat en plantes. Aquesta
resisténcia primer va ser detectada en bacteris els quals van adquirir mutacions en el gen de

I’enzim EPSPS, causant que aquest presentés tolerancia a I’herbicida (23).

Els mecanismes de resistencia al glifosat que es troben en microorganismes, plantes i
fongs poden ser classificats en Mecanismes de Resisténcia Sobre la Diana (MRSD), que actuen
directament a nivell de I’enzim i Mecanismes de Resisténcia Fora la Diana (MRFD), que engloben

mecanismes que permeten la reduccié de la quantitat i ratio d’acumulacio del glifosat (42).

Dins del grup de mecanismes MRFD, existeix un gran ventall de mecanismes diferents
gue poden arribar a produir resisténcia al glifosat gracies a la seva accid (23). Alguns exemples
son els mecanismes de translocacié que ocorren en plantes amb |’objectiu de produir I’exclusié
del glifosat de forma fisica i la inhibicié de I'absorcié de I’herbicida (41). Un altre mecanisme és
el segrest vacuolar amb el qual s’'emmagatzema el glifosat al vacuol per evitar el seu efecte
inhibidor (41). També existeixen mecanismes basats en la detoxificacio del glifosat a través

d’enzims capacos de degradar o transformar el glifosat, com la glifosat oxidasa (23,42).

3.1 Mecanismes de Resisténcia Sobre la Diana (MRSD)

Avui en dia s’han detectat diversos mecanismes MRSD que poden causar resisténcia al
glifosat en plantes i microorganismes, sobretot en bacteris. Aquests mecanismes es basen en
I'alteracié de I’enzim EPSPS i principalment sén I'amplificacié génica i les alteracions uniques o

multiples de nucleotids del gen que codifica per I’enzim EPSPS (42).
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L"amplificacié genica del gen de I’enzim EPSPS és un dels mecanismes capa¢ de produir
resisténcia al glifosat. En haver-hi més copies funcionals del gen, hi ha més quantitat d’enzim
EPSPS, reduint aixi la probabilitat d’enzims afectats pel glifosat. Un cas similar és la

sobreexpressié del gen que presenta el mateix efecte que I’amplificacio génica (23,43).

Les alteracions de nucleotids que acaben afectant directament a la seqiiéncia
d’aminoacids de I’enzim sén un dels fenomens més observats que han produit canvis en la
sensibilitat de I’enzim al glifosat. Es important tenir en compte que les mutacions que afecten la
sensibilitat al glifosat, poden afectar també a I’afinitat d’unié del PEP, disminuint-la de forma
drastica. Aixo és perque el glifosat s’uneix al mateix lloc d’unié que el fosfoenolpiruvat (31).
Experimentalment, s’han observat diverses mutacions en I'enzim EPSPS que confereixen
resisténcia al glifosat, incrementant el seu valor cinetic Ki de manera que es necessita més
concentracié de glifosat per unir-se a I’enzim i variant I’afinitat del fosfoenolpiruvat (variant el
valor cinétic Ki,) (31,40). Durant el transcurs dels anys s’han descobert mutacions de nucleotids
gue causen canvis en la seqliéncia d’aminoacids, variant residus concrets (44). Algunes de les
mutacions que s’han pogut analitzar s’"han relacionat amb variacions en la sensibilitat al glifosat
(43). Aixi doncs, s’ha suggerit que la pressido per I'Us del glifosat pot provocar canvis de

sensibilitat en la seqliéncia EPSPS dels microorganismes, en un curt termini evolutiu (45).

Un exemple és el cas de la mutacid G96A, corresponent a la substitucié de la Glicina en
posicié 96 per una Alanina (Gly96Ala). La substitucid causa la presencia d’un grup metil que
causa impediments esterics al lloc d’unié del glifosat, disminuint la seva afinitat pel glifosat (tot
i que també disminueix I’afinitat pel PEP). Aquest mutant presenta una alta resisténcia al glifosat

gracies a aquest canvi, encara que disminueix drasticament |’eficieéncia catalitica (27,31).

Unes altres mutacions de gran interes séon les mutacions de la Prolina en posicié 101 en
E.coli (46) o la Prolina equivalent en plantes en posicié 106 (44). Experimentalment, s’han
avaluat diverses mutacions d’aquest residu amb I’objectiu d’observar canvis en la resisténcia al
glifosat i I'afinitat d’unié del glifosat i el fosfoenolpiruvat. S’ha evidenciat que, encara que la
prolina no interaccioni molecularment de forma directa amb el glifosat, la seva substitucio per
gualsevol altre residu causa canvis estructurals al centre actiu, produint una disminucié de
I’afinitat d’unié del glifosat (43). La substitucié de la Prolina per la Leucina causa que I'afinitat
d’unié dels substrats S3P i PEP es vegi alterada. No obstant aix0, aquesta substitucié també

afecta a la unié del glifosat, disminuint la seva afinitat també. En el cas de la substitucio de la
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Prolina per la Serina, I’afinitat d’unid dels substrats S3P i PEP no es veu gairebé afectada, mentre

gue I'afinitat del glifosat disminueix considerablement (46).

Uns dels casos més interessants son les mutacions dels residus Glicina i Prolina en la
posicié 100 i 105 per Alanina i Leucina respectivament, descobertes en una soca del genere
Agrobacterium. Els residus 100 i 105 d’aquest organisme corresponen amb els residus Glicina
en posicid 96 i Prolina en posicié 101 de I'especie E. coli (44). Aquest tret remarca la importancia
d’aquests residus respecte a la sensibilitat al glifosat. Aquests enzims sdn anomenats enzims
CP4, ja que provenen de la soca anomenada CP4. La seva caracteristica principal és que, gracies
a les substitucions produides en els residus concrets, la seva sensibilitat al glifosat disminueix en
grans termes. La reduccié de I'afinitat d’unio del glifosat ve donada perqué el residu Alanina 100
provoca que el glifosat s’uneixi Unicament en una conformacio condensada, d’alta energia i no
inhibitoria. Aquesta unié no produeix la inhibicié de I’enzim, fent que I’enzim sigui resistent a
aquest compost. Per altra banda, aquesta modificacio estructural per la mutacié no causa cap

impediment esteric pel fosfoenolpiruvat que manté la seva afinitat d’unié (31,47).

En ultima instancia es troben les multiples mutacions que donen a lloc a variacions en
més d’un residu (alteracions multiples de nucleotids). Les mutacions més destacades son les dels
mutants anomenats TIPS, que presenten una doble mutacid. La primera és la mutacié T102I
(substitucid de la treonina 102 per una isoleucina) mentre que la segona és la mutacié P106S
(substitucid de la prolina 106 per serina). Aquests dobles mutants no s’han trobat naturalment,
sind que han sigut creats per tal d’avaluar I’efecte combinatori d’aquestes dues mutacions. S’ha
evidenciat que la doble mutacidé causa que el carboni alfa de la Glicina 96 presenti un canvi
d’orientacio cap al glifosat mentre que la cadena lateral de la lleucina 97 s’orienta fora del lloc
d’unid del substrat. Aixo facilita la unié del fosfoenolpiruvat i disminueix el lloc d’unié pel
glifosat. S’ha vist que només la doble mutacié simultania de la Treonina 97 i la Prolina 101
proveeix els canvis conformacionals necessaris per aconseguir una resistencia al glifosat i
mantenir I'eficiencia catalitica elevada (31,43,48). Per altra banda, s’ha observat que les
mutacions per separat no presenten el mateix efecte en comparacié a la doble mutacid. En el
cas de la substitucié P101S, s’obté una certa tolerancia al glifosat, mentre que en el cas de la

substitucid T97I, una sensibilitat al glifosat (48).

Pagina |20



Identificacié de sensibilitat a I’'herbicida glifosat a través de docking sobre I’'enzim diana
5-enolpiruvilshikimat-3-fosfat sintasa | Daniel Sdnchez Garcia

4. ANALISI DE LA SENSIBILITAT AL GLIFOSAT DE L'ENZIM 5-
ENOLPIRUVILSHIKIMAT-3-FOSFAT SINTASA

4.1 Classificacié de I’enzim 5-enolpiruvilshikimat-3-fosfat sintasa

A la natura s’han descobert diversos tipus d’enzims EPSPS que presenten variacions
respecte a la seva sensibilitat potencial al glifosat. En alguns casos, trobant-se fins i tot enzims
amb una elevada resisténcia, com sén els enzims CP4 (31). Per aix0, s’han identificat dos tipus
d’enzims segons la seva sensibilitat intrinseca al glifosat; (a) enzims sensibles al glifosat que sén
inhibits per baixes concentracions micromolars de glifosat i (b) enzims resistents al glifosat que

son eficients cataliticament en preséncia d’altes concentracions de glifosat (31,47,48).

4.2 Analisi de la seqiiéencia d’aminoacids

La classificacié actual dels enzims ESPSP comprén quatre classes diferents d’aquests
enzims. Aquesta classificacié es basa en I’analisi de la seqliencia d’aminoacids de cada enzim
descobert. La diferenciacié dels enzims per classes s’ha produit detectant la preséncia o abséncia
d’aminoacids marcadors al centre actiu i de motius concrets que determinen la classe de I'enzim
(24). Com preéviament s’ha esmentat, existeixen diversos residus concrets que presenten una
gran conservacio evolutiva gracies a la seva gran importancia dins del centre catalitic de I'enzim
(29). Alguns d’aquests residus han sigut determinats com a residus marcadors, ja que la seva
preséncia de forma conjunta és caracteristica d’una de les classes (24,49). En general, els enzims
de classe | es consideren potencialment sensibles i els enzims de classe Il, Il i IV es consideren
potencialment resistents al glifosat. No obstant aix0, hi ha una gran proporcié d’enzim EPSPS,
sobretot en procariotes que no han pogut ser classificats en una de les quatre classes, quedant-

se com a enzims no classificats (24).

Els enzims que pertanyen a la classe | sén enzims naturalment sensibles al glifosat que
han sigut descoberts en Escherichia coli, Aeromonas salmocida, Petunia hybrida i Arabidopsis
thaliana (50). En estudis més recents, s"han pogut distingir dues subclasses dels enzims de classe
| segons si I’enzim EPSPS prové d’un organisme de tipus eucariota/bacteri (classe | a) o archaea
(classe | B) (49). La majoria d’organismes procariotes presenten enzims de classe |, essent

sensibles al glifosat (aproximadament un 82 % en arquees i 57 % en bacteris) (24).
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Els enzims de classe Il sdn enzims que presenten alta tolerancia pel glifosat. Aquests
enzims han sigut descoberts en diverses espécies, entre elles en Agrobacterium tumefaciens
(soca anomenada CP4) (31,47) i Staphylococcus aureus (51). Alguns enzims d’aquesta classe, en
presentar de forma natural resistencia al glifosat, han sigut utilitzats per crear plantes

transgeniques.

Els enzims de classe Il i IV sén enzims considerats potencialment resistents al glifosat i
son enzims relativament estranys a la natura, ja que corresponen a menys d'un 5 % de les
sequencies d’enzims EPSPS (52). Els enzims de classe Il només representen el 2 % i el 32 %
d’especies d’arquees i bacteris respectivament. En el cas dels enzims de classe IV, s’"han observat

gue tots els enzims que s’engloben al grup pertanyen al filum Actinobacteria (24).

Els residus i els motius marcadors utilitzats per tal de classificar els enzims EPSPS en les
guatre possibles classes estan basats en les posicions dels residus de quatre seqiiencies de
referéncia; una per cada classe. En el cas de la classe la i IB la seqliéncia de referéncia és la de
I’organisme Vibrio cholerae (vcEPSPS). La classe Il presenta com a seqliéncia de referéncia
I'organisme Coxiella burnetii (cbEPSPS). Per la classe lll, la seqiéncia de referencia és de
I’organisme Brevndimonas vesicularis (bvEPSPS). Per ultim, la classe IV té com a seqliéncia de
referéncia I'organisme Streptomyces davawensis (sdEPSPS) (24). La metodologia emprada per
tal de classificar mitjancant aquest metode d’analisi de la seqliéncia d’aminoacids es basa en
I’alineament de les quatre seqliencies de referéncia respecte a la seqiiéncia que es vol classificar.
Es considera que la seqiieéncia pertany a una de les quatre classes si aquesta presenta tots els
aminoacids marcadors de cada classe respecte a la seva seqiéncia de referencia (24). En el cas
de la classe lll, no s’avalua la presencia d’aminoacids marcadors perqué aquesta classe es
distingeix a través de la preséncia d’un dels possibles divuit motius en la seva estructura que
serveixen com a marcadors (24). Els divuit motius es poden consultar a la patent referenciada

(52).

4.2.1 Classificacié d’enzims mutants

La classificacio explicada anteriorment ha tingut una gran acceptacié gracies a la gran
ajuda que aporta a I’hora de classificar adequadament els tipus d’enzims EPSPS de diferents
organismes. Malgrat aix0, aquesta classificacié s’ha d’utilitzar com a hipotesi de treball de Ia

potencial sensibilitat dels organismes al glifosat. Aixi doncs, existeixen enzims mutants que per
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culpa d’un Unic canvi de residu, la sensibilitat al glifosat es veu afectada, passant d’una
sensibilitat elevada a una resistencia a I'herbicida (27,31,47). Per exemple, el mutant G96A,
esmentat anteriorment, pertany a la classe | segons els residus marcadors, i en conseqiéencia
seria potencialment sensible al glifosat. No obstant aix0, el canvi de la glicina 96 per |'alanina
causa que |I'enzim sigui resistent a I’herbicida (27). A més a més, s’ha de tenir en compte que
gran quantitat d’investigacions estan realitzant mutacions determinades o aleatories en enzims
de classe | per obtenir mutants amb tolerancia o resistencia al glifosat, com sén els mutants de
I'espécie Salmonella typhimurium i Escherichia coli (53). Un exemple és el cas dels mutants
anomenats TIPS que, gracies a una doble mutacid, es produeix una disminucié excessiva de la
sensibilitat al glifosat (48). Aquest fet provoca que hi hagi alguns mutants artificials de I’'EPSPS
gue van en sentit oposat a la seva classificacid de sensibilitat potencial. En altres paraules,
existeixen enzims de classe | que poden ser resistents al glifosat i enzims de classe Il que poden
esdevenir sensibles a través de mutacions en residus no marcadors. La sobre-representacio
d’enzims mutants a la base de dades del PDB provoquen dificultats en |’analisi de la seqiiencia

d’aminoacids que han de ser corregides manualment a partir de cerques a la literatura cientifica.

4.3 Docking com a eina computacional per I’analisi de sensibilitat al glifosat

L’eina molecular anomenada docking és un meétode computacional de modelatge
molecular que és utilitzada per predir I'estructura tridimensional d’un complex no covalent
entre una proteina i un possible lligand d’aquesta, aixi com la seva afinitat per unir-se (54,55). El
docking a través d’algoritmes prediu les possibles interaccions que poden océrrer entre les
molécules, calculant les energies d’unid, essent de gran ajuda per |’analisi de proteines i lligands.
Avui en dia, és ampliament utilitzat per I'estudi d’interaccions biomoleculars i per coneixer els

seus mecanismes, tenint en compte que és un metode rapid i d’alta fiabilitat (56).

Per obtenir les conformacions predites amb més probabilitat d’unié per docking sén
requerits dos processos principals: (a) la cerca de conformacions espacials que representen
diversos modes d’unions potencials i (b) la prediccié de les energies d’interaccid associades a
cada una de les conformacions d’unié predites. Els programes de docking executen aquests dos
processos através d’un procés en els quals cada conformacio del lligand és avaluada per diverses
funcions de puntuacid. Aquest procés és repetit de forma recursiva fins a trobar una solucié de

minima energia la qual és predita com la conformacié més estable per unir-se (54).
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El primer procés que es produeix als programes de docking molecular és anomenat cerca
conformacional. Durant aquest procés els parametres estructurals del lligand, com els graus de
llibertat que depenen de la quantitat d’enllacos rotables, sdn modificats per tal de trobar
conformacions a través d’algoritmes que apliguen métodes sistematics o estocastics (54). Per
una banda, els metodes sistematics promouen variacions lleugeres en els parametres
estructurals esmentats, canviant la conformacid del lligand gradualment mentre disminueix
I’energia fins a assolir una solucié de minima d’energia. Per tant, I'algoritme determina I’energia
d’afinitat de les conformacions fins a trobar la solucié de menor energia. La principal limitacié
d’aquest métode és que pot determinar com a solucio final una solucié d’energia minima local
en comptes d’una solucié d’energia minima global (54,57). Per altra banda, els metodes
estocastics es basen en la modificacié a |'atzar dels parametres estructurals del lligand.
L'algoritme genera conformacions moleculars a I’atzar de forma continua fins que s’assoleix el
minim global d’energia. Aquest métode disminueix la probabilitat de determinar una solucié
d’energia minima local com a solucié final. No obstant el gran problema del metode és el gran

cost computacional associat a la generacio atzarosa de les conformacions (54).

El segon procés és I’avaluacié de les energies d’unié de cada conformacié. Els programes
de docking utilitzen funcions de puntuacié amb I'objectiu d’estimar les energies d’interaccid
intermolecular de les conformacions predites (55,57). La variacio de I'energia de les
conformacions ve determinada segons I’energia lliure de Gibbs, és a dir, la suma d’interaccions
intermoleculars que té en compte els canvis d’entropia i entalpia del lligand i la macromolécula
per separati quan estan en conjunt. Com més negatiu és el valor d’energia lliure de Gibbs, major
afinitat d’unio presenta el lligand (54). Les diverses conformacions generades durant el procés,
son avaluades a través de les funcions de puntuacio que assignen una puntuacié determinada a
cada conformacio (55). Les prediccions de I'energia d’unio es produeixen a través de I'avaluacid
dels fenomens fisics i quimics involucrats en la unié del lligand i el receptor, com sén interaccions
intermoleculars i efectes entropics. Per tant, com més parametres fisicoquimics sén avaluats,

major precisio de les funcions de puntuacié (54).

Les funcions de puntuacid utilitzades per tal de determinar I’energia d’afinitat de les
conformacions es classifiquen en tres grups: (a) funcions basades en el camp de forga, (b)
funcions empiriques i (c) funcions basades en el coneixement (55,58). Les funcions de puntuacié

basades en el camp de forca estimen I’energia d’unié a través de la suma de les interaccions
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enllagants i no enllagants. Aquestes interaccions venen determinades per diversos parametres
com son la distancia entre enllagos i els angles en el primer cas o considerant les interaccions
electroestatiques i de Van der Waals en el segon cas (54,55). Les funcions empiriques descriuen
els esdeveniments fisics involucrats en la formacié del complex lligand-receptor com sén els
ponts d’hidrogen, interaccions ionics o efectes entropics. La descripcié d’aquests esdeveniments
es produeix a través d’una base de dades de la qual s’extreu aquesta informacid. Per tant, es
parteix de complexos amb energies d’afinitat conegudes. Es realitzen models de regressié a
partir d’aquestes dades amb I’objectiu de calcular I’energia d’afinitat per interpolacié (54,55,58).
Les funcions basades en el coneixement generen la mitjana de totes les distancies dels atoms en
interaccions conegudes amb anterioritat per a usar-les com a referéencia per a generar
prediccions de les energies d’afinitat a través d’interpolacid. Els diferents programes de docking

utilitzen aquestes funcions amb I’objectiu d’avaluar les energies d’unié (54,55).

AutoDock Vina és un programa computacional gratuit de docking desenvolupat per Trott
i Olson que permet obtenir de forma rapidai precisa models predictius d’unié d’un lligand a una
macromolécula (57). Aquest programa incorpora algoritmes genétics que es basen en el métode
de cerca estocastic per tal de generar diverses conformacions possibles amb una energia
minima. Els algoritmes genétics incorporen els conceptes de la teoria de I’evolucid i la seleccié
natural per disminuir I'alt cost computacional que causa I'GUs del metode estocastic. La
disminucié es produeix a través de la seleccié de les conformacions de menor energia per a
generar noves conformacions i aquestes tornar a ser seleccionades seguint el mateix criteri (54).
Finalment, després de diversos cicles de cerca i avaluacid de conformacions, es troba la
conformacio corresponent al minim global d’energia. En el cas d’AutoDock Vina, s’utilitzen les
funcions basades en el camp de forca i les funcions empiriques per tal d’avaluar I'energia
d’afinitat (59,60). Per tant, el programa prediu (amb major o menor precisid) I’estructura 3D dels
complexos proteina/lligand amb més afinitat (57). Els resultats que s’obtenen a través d’aquest
programa soén els valors de les energies d’afinitat de les nou conformacions predites del lligand
gue son predites com a més estables, considerant I’estructura proteica com a una estructura
rigida. Com més negatiu és el valor, la conformacié predita presenta una major estabilitat i

afinitat d’unio a la macromoleécula (57).
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HIPOTESI DE TREBALL | OBJECTIUS

El metode d’analisi dels enzims EPSPS basat en la deteccid de residus marcadors de
classe presenta diverses limitacions en algunes ocasions a I’hora de classificar els enzims, com
el cas de les seqliéncies que no pertanyen a cap classe establerta. Avui en dia, no s’ha realitzat
encara cap investigacid que presenti I’analisi per docking com a eina per predir la sensibilitat al
glifosat dels enzims EPSPS. La hipotesi que es planteja en aquest treball és la determinacié de la
classe dels enzims mitjangant I’analisi de les possibles interaccions del lligand i el glifosat amb

els residus del centre actiu de I’enzim amb I’ajuda de programes de Docking proteina-lligand.

Amb l'objectiu d’avaluar la hipotesi plantejada, s’utilitzara AutoDock Vina per tal
d’establir una distincio clara dels diversos enzims 5-enolpiruvilshikimat-3-fosfat sintasa basada
en la sensibilitat o la resisténcia de I’enzim respecte al glifosat. Per aquest motiu I'objectiu
principal que es vol assolir és la distincié de la sensibilitat o resistencia d’enzims EPSPS a través

d’un criteri establert per I’analisi docking proteina-lligand.

Actualment encara existeixen un gran ventall de seqiéncies d’enzims EPSPS que no
s’han pogut classificar o que potser pertanyen a altres grups no descoberts fins ara. Amb |’eina
computacional del docking, es busca establir noves classes d’enzims EPSPS i, alhora, poder
classificar enzims no classificats a través de I’analisi dels residus marcadors. Per aquest motiu,
un dels objectius secundaris a llarg termini és el descobriment d’altres classes d’enzims i la

classificacié d’enzims que no estaven préviament classificats a través d’aquest nou metode.

METODOLOGIA

La metodologia emprada en aquesta investigacio ha sigut dissenyada amb |’objectiu de
poder discriminar els enzims EPSPS segons la seva potencial sensibilitat al glifosat, distingint els

resistents dels sensibles a I’herbicida.

La idea general d’aquesta metodologia és I'Us de I'analisi per docking, tant del glifosat
com del fosfoenolpiruvat (substrat de I’enzim EPSPS), amb diverses estructures d’enzims EPSPS
ja classificats segons els residus marcadors de classe. L'objectiu és obtenir resultats d’energia
d’afinitat d’aquests lligands. Es creu que els resultats d’energia d’afinitat d’'unié de cada enzim

poden determinar la capacitat de I’enzim analitzat de presentar resisténcia al glifosat.
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Els enzims seleccionats per ser analitzats per docking sén enzims que presenten una
estructura a la base de dades del Protein Data Bank (PDB) i es troben ja classificats segons la
seva seqliéncia d’aminoacids a través dels residus marcadors de cada classe (les estructures es
poden trobar a https://ppuigbo.me/programs/EPSPSClass/). Dels enzims ja classificats del PDB
s’han escollit els enzims que pertanyen a les classes | i Il perqué aquests sén els enzims més
comuns i no presenten tantes complicacions a I’hora d’analitzar-los. Per altra banda, un altre
requisit dels enzims seleccionats han sigut la seva cristal-litzacié amb S3P. Es essencial recordar
gue només els enzims en els quals préviament s’ha unit el substrat S3P al seu lloc d’unid,
presenten la conformacié necessaria perqué el segon substrat (PEP) o el glifosat s’uneixi. Tenint
en compte aquests parametres necessaris, s’han acabat escollint 20 estructures del PDB que
s’han pogut analitzar. Els codis del PDB d’aquests enzims analitzats sén: classe | (2AAY, 2AA9,
1MI4, 1G6T, 1G6S, 3FK1, 3FKO, 2QFS, 2QFU, 3FJz, 3FJX, 2QFT, 2QFQ, 3NVS) i classe Il (2GGA,
2GG6, 2GGD, 3SLH, 4ZND, 1RF6).

1. PREPARACIO PREVIA DE LES ESTRUCTURES PROTEIQUES AMB UCSF
CHIMERA | AVOGADRO

1.1 Eliminacié de molécules no desitjades i contaminants

El primer pas per tal de preparar les estructures proteiques per I’analisi per docking és
I’eliminacid de qualsevol molécula no desitjada o contaminant que pugui interferir o
interaccionar en I'analisi. Un exemple sén els ions fosfat que poden estar disposats al lloc d’unio
del substrat PEP al centre actiu, produint que el lligand no s’hi pugui unir correctament. El
programa UCSF Chimera permet I’eliminacié d’aquestes molécules d’una forma idonia i rapida.
L’estructura que s’obté al final és només I'estructura proteica de I'enzim juntament amb el
substrat S3P unit al centre actiu. Aquest procediment es va repetir per cada una de les vint

estructures proteiques analitzades.

1.2 Minimitzacio d’energia dels lligands

Un dels aspectes que s’han de tenir en compte és la minimitzacié d’energia de les
molécules que volen ser analitzades per docking per unir-se a I’enzim, en aquest cas, el glifosat

i el fosfoenolpiruvat. Avogadro és un programa d’edicié i visualitzacié molecular que permet
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establir els angles i les distancies dels enllagos entre atoms d’una forma correcta, obtenint-se
aixi l'estructura tridimensional adequada. Aquest programa té en compte les forces
intramoleculars necessaries per garantir un bon resultat. A través de la pagina web PubChem,
base de dades que conté informacio de gairebé totes les estructures quimiques existents, es va
realitzar la descarrega de les estructures corresponents al glifosat i el fosfoenolpiruvat en dues
dimensions. Finalment, mitjancant el programa Avogadro, es van realitzar els ajustaments
necessaris respecte als angles i les distancies dels enllagcos entre els atoms de cada molecula per

obtenir les estructures en tres dimensions amb I’energia minimitzada.

2. SUPERPOSICIO DE LES ESTRUCTURES PROTEIQUES AMB SWISS PDB VIEWER

La superposicié de totes les estructures proteiques que es volen analitzar és un pas clau
en la investigacié per docking. S’ha de tenir en compte que cadascuna de les estructures
descarregades del PDB presenten orientacions de les seves coordenades que poden ser del tot
diferents. Per tant, per realitzar el docking, és necessari que estiguin totes superposades amb la
mateixa posicio i coordenades per tal de poder fer comparacions entre els resultats de forma

més comoda.

La grid box es defineix com |’espai tridimensional de la proteina que I’usuari delimita per
a realitzar el docking (57). Usualment la grid box ve determinada pel centre actiu, fent que
aquest espai ocupi tot el volum del centre actiu. En aquest espai és on el programa AutoDock
Vina cerca solucions de possibles conformacions que pot adoptar el glifosat per unir-se a
I’estructura proteica seleccionada. Aquest parametre s’ha d’establir manualment per realitzar
un docking i sempre dependra de I'objectiu del docking i de la posicié de I’estructura a analitzar.
El fet que les estructures estiguin superposades fa que a través d’uns parametres comuns, com
és la definicié d’unes dimensions i una posicié universal de la grid box (Figura 8), es puguin
analitzar de la mateixa forma tots els enzims i es puguin comparar adequadament. En el cas que
no estiguessin superposades, els parametres de la grid box s’haurien d’ajustar per cada
estructura, causant una variacié que impossibilita la posterior comparacié dels resultats i la seva

validesa.
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Figura 8. Visualitzacid de la grid box establerta per I'analisi de les estructures seleccionades del PDB de I'enzim EPSPS.
L’enzim de referencia (2AAY) esta visualitzat amb la representacio filferro. La grid box esta situada al centre actiu
(cada dimensio esta representada amb un color). Elaboracio propia amb el programa AutoDock Vina.

El programa SPDB Viewer s’ha utilitzat per a superposar les 20 estructures proteiques
abans de realitzar el docking. En el cas d’aquesta investigacié, es va definir arbitrariament
I’estructura proteica 2AAY com a estructura de referéncia i, per tant, les dinou restants es van
superposar a aquesta. Després de la superposicid, es van guardar de forma individual les
estructures. D’aquesta forma, es van obtenir 20 estructures proteiques situades amb idéntica

orientacio.

3. ANALISI DE LES ESTRUCTURES PROTEIQUES PER DOCKING AMB AUTODOCK
VINA

3.1 Preparacio previa de I’estructura proteica

Abans de realitzar el docking, és necessari preparar |'estructura proteica perque el
docking es produeixi d’una forma adequada. Un d’aquests processos necessaris és |’addicio dels
hidrogens polars en I'estructura proteica i I'addicié de les carregues de Kollman. L'Us de
I’AutoDock Vina produeix I'avantatge de no haver de determinar més parametres com per
exemple I'addicié d’altres tipus de carregues, ja que el mateix programa esta optimitzant per
determinar-los de forma automatica. Cada una de les vint estructures a analitzar ha sigut

preparada tal com s’ha esmentat.
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3.2 Determinacio de la grid box

Per determinar les dimensions de la grid box i el seu centre s’ha utilitzat com a referéncia
I’estructura 2AAY del PDB d’E. coli que presenta glifosat ja unit al lloc corresponent. L’eleccié de
I’Gs d’aquesta estructura proteica com a referéncia per la grid box és perqué ha de concordar
amb Iestructura utilitzada per dur a terme la superposicié de totes les altres proteines. Es de
gran importancia delimitar les dimensions de la grid box perqué és on es realitzara el docking.
Una mida excessiva de la grid box podria produir que el glifosat s’unis de forma no especifica al
lloc d’unié del fosfoenolpiruvat, mentre que una mida molt reduida d’aquesta causara que el
glifosat no pugui unir-se al lloc d’unié. Per aquest motiu, és vital poder determinar les

dimensions adequades de la grid box en els tres eixos.

3.2.1 Coordenades del centre de la grid box

Per a calcular les coordenades exactes del centre de la grid box es va utilitzar com a referéncia
el glifosat unit de l|’estructura del PDB 2AAY, corresponent a |'enzim EPSPS d’E. coli.
Concretament es va calcular la mitjana de cada una de les coordenades de cada atom per
extreure un punt concret amb les coordenades dels tres eixos (x,y,z). Les coordenades cada atom
de glifosat de I’estructura 2AAY van ser obtingudes a través de la base de dades del PDB. Les
coordenades resultant del centre de la grid sén X = 60,4261 A; Y = 8,8258 A; Z= 29,0024 A (Annex
1).

3.2.2 Dimensions de la grid box

Respecte a les dimensions en els tres eixos de la grid box, s’han utilitzat els residus que
conformen el centre actiu de I’enzim EPSPS per determinar-les. Bibliograficament, el centre
actiu de I'enzim EPSPS ha sigut descrit en diverses ocasions a través de la investigacid dels
residus evolutivament conservats i observar el mecanisme molecular pel qual es dona la reaccié
catalitica (29,30). En aquest cas, s’han utilitzat els residus corresponents definits com a part del
centre actiu de I'estructura 2AAY per tal de delimitar les dimensions. D’aquesta forma es
garanteix que la grid box presenta la mida ideal perqué tots els residus del centre actiu estiguin
incorporats en aquesta. Les dimensions establertes de la grid sén de 15,0 per cada eix (X = 15,0

A;y=150A; z=15,0A).
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Les dimensions de la grid box acordades es van verificar experimentalment a través de
I’AutoDock Vina. Es van establir unes dimensions de la grid box superiors a les acordades per tal
d’anar reduint-les una unitat per cada docking amb I'objectiu d’arribar a uns resultats
esperables. Es van utilitzar estructures corresponents a la classe Il per a ser avaluades per
docking tant pel glifosat com pel fosfoenolpiruvat, ja que corresponen a enzims resistents al
glifosat. En aquestes estructures el fosfoenolpiruvat és capag d’unir-se amb alta afinitat mentre
gue el glifosat no. De manera que, reduint cada cop més les dimensions, es va arribar a un punt
en el qual les dimensions eren les idonies perque els resultats de docking eren concordes amb
el fonament teoric. Es podria evidenciar de manera senzilla si les dimensions de la grid box es
disminueixen massa, ja que ni el glifosat ni el fosfoenolpiruvat podrien unir-se, obtenint-se

resultats no esperables per docking.

3.3 Docking de les estructures proteiques

El docking es va realitzar de forma individual per cada una de les estructures de I’enzim
EPSPS seleccionades amb anterioritat, utilitzant en cada cas I’arxiu de |'estructura superposada.
Es important utilitzar aquest arxiu que presenta I’estructura superposada, ja que la grid box s’ha
definit a partir d’aquesta posicid concreta. El docking es va realitzar utilitzant glifosat com a
lligand i tot seguit fosfoenolpiruvat. Per cada enzim analitzat i cada lligand es van realitzar deu
repeticions del docking, obtenint nou possibles conformacions per cada repeticid. Per tant, per
cada enzim s’obtenien vint resultats de docking i cent vuitanta conformacions (90 pel glifosat i

90 del fosfoenolpiruvat).

Els resultats obtinguts de cada docking realitzat es van recopilar en un full d’Excel en el qual es
van anotar només les conformacions amb més i menys energia d’afinitat. Per tant, de cada
docking s’obtenen el valor minim i el valor maxim d’energia d’afinitat (Annex 2). A més a més
dels dos resultats d’energia d’afinitat de cada repeticié, s’han calculat les ratios d’afinitat
glifosat/fosfoenolpiruvat respecte u per ambdés tipus d’enzims (classe | i classe Il). L'objectiu de
les ratios d’afinitat glifosat/fosfoenolpiruvat és poder observar la tendéncia general de cada

enzim respecte a la seva sensibilitat al glifosat (Annex 2).
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RESULTATS I DISCUSSIO

Els grafics que es veuran a continuacid han sigut extrets a través dels resultats obtinguts per

docking de cada estructura proteica que es poden trobar recopilats a I’Annex 2.

1. RESULTATS D’ENERGIA D’AFINITAT PER DOCKING SEGONS CLASSE

Els resultats d’energia d’afinitat dels lligands avaluats, el glifosat i el fosfoenolpiruvat,
pels diversos enzims EPSPS que s’han obtingut per docking s’han representat en un grafic de
dispersid. Els grafics s’han separat segons el tipus de substrat analitzat, obtenint-se un grafic pel
glifosat (Grafic 1) i un altre pel fosfoenolpiruvat (Grafic 2) que contenen els valors d’energia
d’afinitat per cada un dels vint enzims analitzats. En I'eix de les abscisses es representa el valor
maxim d’energia d’afinitat (kcal/mol) i en I’eix de les ordenades es representa el valor minim
d’energia d’afinitat (kcal/mol) per cada resultat de docking realitzat. Les dues classes d’enzims,
classe | (potencialment sensible al glifosat) i classe Il (potencialment resistent al glifosat), es
diferencien segons el color dels marcadors; sent vermell per la primera classe i groc per la

segona. Cada enzim avaluat presenta un marcador Unic que permet la seva distincié al grafic.

Energia d'afinitat del glifosat per enzims EPSPS
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Grafic 1. Representacio grafica de I’energia d’afinitat del glifosat per diversos enzims EPSPS. En color vermell es
representen els enzims corresponents a la classe I. En color groc es representen els enzims corresponents a la classe |l.
Cada enzim esta representat amb un marcador distingible i presenta 10 repeticions representades. Elaboracio propia.
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Analitzant el grafic obtingut pel primer lligand avaluat, el glifosat, es pot deduir que no
hi ha una distribucié uniforme entre ambdues classes d’enzims, obtenint-se dues zones
diferenciades en les quals els enzims de classe Il se separen. Tenint en compte el fonament teoric
el qual detalla que els enzims de classe Il presenten resisténcia al glifosat i, per tant, aquest
lligand no té la capacitat d’unir-se amb una alta afinitat a I’enzim (46,47), els resultats obtinguts
no son concordants. Els enzims de classe Il, amb codi del PDB 2GGA, 1RF6 i 3SLH, presenten
inclis una major afinitat d’unio del glifosat que els enzims de classe |, que sén potencialment
sensibles. Per altra banda, prestant atencié als enzims pertanyents a la classe |, aquests
s’agrupen dins d’'una mateixa area del grafic, possibilitant d’'una forma més adient la seva
diferenciacid. A més a més, els enzims de classe | presenten sensibilitat al glifosat que pot ser

apreciada al grafic, tenint més afinitat d’unio respecte a certs enzims de classe Il (2GG6 i 4ZND).

Energia d'afinitat del fosfoenolpiruvat per enzims EPSPS
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Grafic 2. Representacio grafica de I'energia d’afinitat del fosfoenolpiruvat per diversos enzims EPSPS. En color vermell
es representen els enzims corresponents a la classe I. En color groc es representen els enzims corresponents a la classe
Il. Cada enzim esta representat amb un marcador distingible i presenta 10 repeticions representades. Elaboracio
propia.

Observant el grafic obtingut pel fosfoenolpiruvat, es pot distingir una separacié en dues

zones dels enzims de classe | i els de classe II, sent aquests Ultims els que presenten generalment
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un major valor maxim d’energia d’afinitat. En primera instancia, sembla que aquestes dues
classes d’enzims es poden diferenciar aproximadament mitjancant una diagonal que separa
ambdds enzims segons I’afinitat del fosfoenolpiruvat en comptes que amb I’afinitat del glifosat.
No obstant aix0, existeixen enzims de classe I, com 3FK1 i 3FKO, que no compleixen aquesta
divisio i se situen en la zona delimitada pels enzims de classe Il. Per altra banda, es poden
observar enzims de classe Il, com 2GGA i 1RF6, que es situen en la zona delimitada pels enzims
de classe I. Seguint les referéncies bibliografiques, s’ha evidenciat experimentalment que el gran
canvi que presenten els enzims resistents al glifosat és la disminucié drastica de I’afinitat d’'unié
del glifosat en comparacié als enzims sensibles que presenten una bona afinitat d’unié. D’altra
banda, I’afinitat del fosfoenolpiruvat no és tan determinant per la classificacié de la sensibilitat
al glifosat. Aquest fet no es pot evidenciar en els resultats obtinguts per docking, ja que s’ha vist

que es pot arribar a classificar la sensibilitat de I’enzim segons la seva localitzacioé en el grafic.

1.1 ANALISI DELS ENZIMS AVALUATS

1.1.1 Enzims mutants

D’entre els enzims EPSPS analitzats, s’han detectat onze mutants; deu de classe | (amb codi:
1MI14, 1Q36, 2QFS, 2QFT, 2QFU, 2QFQ, 3FJZ, 3FJX, 3FK1, 3FK0) i un de classe Il (amb codi: 2GGD).
Através de I'analisi dels enzims, s’ha elaborat una llista dels mutants de I'enzim EPSPS que s’han

detectat al PDB que recull la informacid clau d’aquests (Annex 3).

El mutant 1MI4 presenta la mutacié G96A esmentada anteriorment que causa una
completa resistencia al glifosat produida per la protuberancia del grup metil al lloc d’unié del
glifosat. No obstant aixd, aquest canvi conformacional produeix alhora una disminucié drastica

també de I'eficiencia catalitica, ja que afecta també a I’afinitat del fosfoenolpiruvat (27).

Els mutants 2QFS i 2QFT, sén enzims amb una seqiiéncia d’aminoacids idéntica que han
sigut cristal-litzats amb glifosat i sense, respectivament. Aquests mutants presenten la mutacio
P101S la qual causa canvis conformacionals en residus propers que acaben restringint
estructuralment el lloc d’unié pel glifosat. Aixd causa una disminucié en |'afinitat i el poder
inhibitori del glifosat, mentre no es veu gaire alterada I'afinitat d’unié del PEP i el S3P, mantenint
aixi I'eficiéncia catalitica. Perd, a moderades i altes concentracions de glifosat, aquest pot unir-

se al seu lloc d’unid, afectant aixi a I’eficiéncia catalitica i acabant inhibint I’enzim (43,46).
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Els mutants 2QFU i 2QFQ, sén enzims amb una seqliéncia d’aminoacids identica que han
sigut cristal-litzats amb glifosat i sense, respectivament. Aquests mutants presenten la mutacio
P101L que confereix una disminucid de I’afinitat tant pel shikimat-3-fosfat com pel
fosfoenolpiruvat pels seus llocs d’unié. Alhora, també disminueix |'afinitat d’unid del glifosat,

reduint la seva capacitat inhibitoria (46).

Els mutants 3FJZ i 3FJX, sén enzims amb una seqiiencia d’aminoacids identica que han
sigut cristal-litzats amb glifosat i sense, respectivament. Aquests mutants presenten la mutacid
T971 que afecta a la conformacié del lloc d’unié del glifosat, fent que I’afinitat redueixi de
manera infima. Aquests mutants encara sén inhibits pel glifosat quan aquest esta present en
concentracié moderada. A més a més, la mutacid causa que I’afinitat del fosfoenolpiruvat pel
lloc d’unié disminueixi, disminuint conseqiientment |’eficiencia catalitica. Per tant, la mutacio

no és suficient per produir resisténcia al glifosat i mantenir alta afinitat pel substrat (48).

Els mutants 3FK1 i 3FKO, sén enzims amb una seqiéncia d’aminoacids idéentica que han
sigut cristal-litzats amb glifosat i sense, respectivament. Aquests mutants presenten una doble
mutacié (P101S i T971) que confereix una gran resistencia al glifosat, mantenint alta afinitat pel
fosfoenolpiruvat i el shikimat-3-fosfat i sense afectar a I'eficiencia catalitica. Aixo es deu a

diversos canvis conformacionals que acaben acurgant el lloc d’unid pel glifosat (48).

El mutant 2GGD és un enzim de classe Il que pertany al grup d’enzim CP4, pero que
presenta la mutacid A100G. Aquesta mutacié restableix la sensibilitat al glifosat perquée, com
s’ha explicat préviament, justament la substitucié inversa (el canvi del residu Glicina per Alanina)
causa resisténcia al glifosat. A més a més, la substitucié Glyl00Ala que presentaven els enzims
CP4, causava una disminucié drastica de |’afinitat del fosfoenolpiruvat pel seu lloc d’unié,
afectant aixi I’eficiencia catalitica. El restabliment d’aquesta mutacié en el mutant 2GGD causa

gue augmenti I'eficiéncia catalitica encara que produeixi la sensibilitat al glifosat (47).

Aquests mutants pertanyents a la classe | o 1l, se’ls ha produit, de forma espontania o
induida, mutacions en certs residus del centre actiu i/o del voltant que causen canvis en la seva
afinitat d’unié pel glifosat i/o pel fosfoenolpiruvat. Aixi doncs, aquests mutants no es poden
utilitzar per analitzar els resultats de docking obtinguts i treure conclusions adequades. Per
aquest motiu, s’ha decidit restablir la classificacié dels enzims analitzats, distingint segons la

sensibilitat o resisténcia al glifosat, i no segons la seva classe.
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1.1.2  Enzims cristal-litzats amb glifosat

D’entre els enzims avaluats, s’han destacat tres enzims pertanyents a la classe Il que
presentaven certes diferencies respecte als altres enzims d’aquesta classe. Aquests enzims sén
2GGA, 3SLHi 1RF6i presenten alta energia d’afinitat pel glifosat quan tedricament sén resistents

(Grafic 1).

En primera instancia, I’estructura 2GGA s’ha evidenciat que és completament idéntica a
I’estructura 2GG6 (provenint de la mateixa referéncia bibliografica, del mateix organismeitenint
un 100 % d’alineament), només presentant un canvi en la forma en la qual s’han cristal-litzat. En
el cas de 2GGA, presenta glifosat unit a I’estructura mentre que, en el cas de 2GG6, no presenta
glifosat unit. Per realitzar el docking, I'’estructura amb glifosat s’ha hagut de modificar per tal
d’eliminar el glifosat de I’estructura. Si es comparen els resultats de docking d’ambdds casos, es
veu una gran diferéncia en la qual, I'estructura que presentava unit glifosat, presenta una alta
afinitat per I’herbicida mentre que, I’estructura que no presentava el glifosat unit, presenta una
baixa afinitat per I’herbicida. El fet que I’Unica diferéncia fos la unié previa del glifosat a
I’estructura, deix entreveure que aquesta moléecula causa certs canvis conformacionals que
modifiquen la seva afinitat per unir-se. Per aquest motiu, en estar avaluant molécules que
només presenten shikimat-3-fosfat, s’hauria de tenir en compte I'estructura 2GG6. Es a dir,
només s’ha d’avaluar I'estructura que no presentava d’entrada el glifosat unit i que realment
presenta una menor afinitat d’'unié d’aquesta molécula respecte dels enzims de classe |I.
L’estructura correcta, 2GG6, correspon a I’enzim CP4, enzim que presenta la capacitat de poder
unir glifosat amb afinitat, pero de forma no inhibitoria. Aixo és degut al fet que aquesta molécula
s’uneix amb una altra conformacié més compactada respecte a la seva conformacié habitual
d’uniod que causa inhibicid. Els resultats obtinguts concorden amb el fonament teoric, ja que els
enzims CP4 encara que permeten la unid del glifosat, aquesta unié presenta menys afinitat

respecte a la unid dels enzims sensibles a I’herbicida.

En el cas de I'estructura 3SLH, aquesta estructura és idéntica a I’estructura amb codi del
PDB 4ZND (estructura que pertany a la primera zona de la classe Il). Aquest cas és idéntic al cas
anterior perque I'estructura 3SLH presentava d’entrada glifosat unit mentre que I’estructura
4ZND no el presentava. Comparant els resultats de docking, també s’observa una gran diferéncia
en la qual, en el cas de I'estructura que presentava ja unit glifosat, presenta una alta afinitat per

I’herbicida-. Per altra banda, I'estructura que no presentava el glifosat unit, presenta una baixa
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afinitat per I'herbicida. Per aquest motiu, en estar avaluant molécules que només presenten
shikimat-3-fosfat, només s’hauria de tenir en compte I’estructura 4ZND. Per tant, s’ha d’avaluar
I’estructura que no presentava d’entrada el glifosat unit i que realment presenta una menor

afinitat d’unid d’aquesta molécula respecte dels enzims de classe .

En I’dltim cas, I'estructura 1RF6 presentava unida inicialment una molécula de glifosat
durant la seva cristal-litzacid. Aquesta estructura del PDB prové d’un article el qual presenta
diverses estructures idéntiques del PDB en les quals cadascuna presenta una molécula unida.
D’aquestes estructures cap presentava només shikimat-3-fosfat unit, per la qual cosa cap altra
estructura proteica es va poder analitzar I'estructura per docking. L’estructura que s’esta
analitzant, és una estructura que presenta shikimat-3-fosfat i glifosat i que realment no s’hauria
d’avaluar perqué s’ha vist com la unié del glifosat produeix diversos canvis conformacionals que
afecten I'afinitat del glifosat. Per aquest motiu, els resultats obtinguts d’aquesta estructura no

poden ser considerats com a valids.

També s’han detectat diversos enzims de classe | que sén idéntics entre si i que només
una de les estructures presentava glifosat. Aquests enzims sén: 2AAY i 2AA9; 2QFT i 2QFS; 3FJZ
i3FJX; 2QFU i 2QFQ; 1G6S i 1G6T, sent, en cada cas, el primer I'estructura amb glifosat i el segon
I’estructura sense aquesta molécula. Les diferencies d’energia d’afinitat entre cada parell

d’estructures esmentades també sdn notories, encara que no tant, en aquest tipus d’enzims.

Tant en els enzims de classe | com els de classe Il, es poden visualitzar les diferencies d’energia
d’afinitat esmentades entre cada parell d’enzims identics a I’Annex 2. A I'annex es mostren els
valors d’energia d’afinitat i les ratios d’afinitat GPJ/PEP calculades per a cada repeticio de cada
enzim analitzat. En aquestes ratios d’afinitat es poden comparar ambdds estructures, com per
exemple 2QFU i 2QFQ o 3FJZ i 3FJX, i es poden observar grans diferéncies a través del color de
la casella, canviant drasticament d’una estructura a una altra. Aquest fet deixa entreveure el
canvi no conegut que causa el glifosat en unir-se al centre actiu de I’estructura proteica i que ha

de ser tingut en compte, ja que té efecte en els valors d’energia d’afinitat.

Considerant I'analisi elaborat dels enzims avaluats, és de gran importancia representar
els resultats obtinguts per docking per cada enzim separant-los segons si sén realment sensibles
o resistents, independentment de la classe que presentin. D’aquesta manera, s’aconsegueix

evitar els possibles problemes de classificacié dels enzims mutants i aixi poder observar si els
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resultats de docking poden ser Utils per tal de poder distingir els enzims segons la seva
sensibilitat al glifosat. També és important excloure els enzims que presentaven previament
glifosat unit en les noves representacions dels resultats. Com s’ha evidenciat, la preséencia de la
molécula en I'estructura previament a I'analisi per docking, causa canvis notables dels resultats
del docking, variant drasticament I’energia d’afinitat. Per tant, només es representaran enzims

gue no hagin sigut cristal-litzats amb la molécula inhibidora.

2. RESULTATS D’ENERGIA D’AFINITAT SEGONS SENSIBILITAT AL GLIFOSAT

Finalment, s’ha decidit mostrar els grafics d’energia d’afinitat del glifosat (Grafic 3) i el
fosfoenolpiruvat (Grafic 4) els quals presenten una separacid segons la seva sensibilitat al
glifosat, obtenint-se dos tipus d’enzims: sensibles o resistents. Els enzims s’han classificat a partir

de lainformacié obtinguda bibliograficament de la investigacio experimental on els van utilitzar.

Energia d'afinitat del glifosat per enzims EPSPS
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Grafic 3. Representacio grafica de I'energia d’afinitat del glifosat per diversos enzims EPSPS. En color vermell es
representen els enzims sensibles al glifosat. En color groc es representen els enzims resistents al glifosat. Cada enzim
esta representat amb un marcador distingible i presenta 10 repeticions representades. Elaboracio propia.
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En primera instancia, es pot visualitzar I’existencia de dues zones les quals corresponen
a cada tipus d’enzim, sensibles i resistents. Les zones estan separades i delimitades pels punts
de cada enzim. En termes generals, es pot observar com la zona de resistencia al glifosat se situa
a la part superior dreta i que, per tant, els enzims d’aquesta zona presenten menys energia
d’afinitat pel glifosat. Per altra banda, la zona de sensibilitat al glifosat se situa a la part inferior
esquerra i els enzims presenten major energia d’afinitat per I'herbicida respecte els enzims

classificats com resistents segons resultats experimentals.

La zona de resistencia esta composta tant per enzims mutants com no mutants. Els
enzims no mutants (2GG6 i 4ZND) sén els enzims que realment permeten la diferenciacié
d’ambdues zones, ja que presenten una menor energia d’afinitat respecte als enzims sensibles.
Per altra banda, existeixen dos enzims classificats com a resistents que estan situats dins de la
zona delimitada pels enzims sensibles. Aquests dos enzims (1MI4 i 3FK0O) sén enzims mutants
que al principi eren sensibles, perd que gracies a mutacions puntuals s’ha aconseguit la seva
resisténcia a I’herbicida. Com s’ha comentat, és esperable que presentin una menor energia
d’afinitat del glifosat perqué presenten una mutacié que disminueix I’afinitat d’aquest lligand.
Els resultats de docking no mostren directament aquesta baixada de |’afinitat, ja que els punts
d’ambdds enzims mutants se situen dins de la zona de sensibilitat al glifosat. No obstant aixo,
els valors estan situats proxims a la zona de resistencia, fet que deixa entreveure la seva menor

afinitat pel glifosat respecte a la majoria d’enzims que sén sensibles.

La zona de sensibilitat esta composta per ambdés tipus d’enzims, mutants i no mutants.
Els enzims no mutants (2AA9, 1G6T i 3NVS) presenten una alta energia d’afinitat pel glifosat com
es pot veure amb la seva localitzacié al grafic. D’entre aquests tres enzims, I'’enzim 2AA9 és el
que presenta valors menors d’energia d’afinitat respecte als altres, fet que el situa més amunt
en el grafic. Respecte als enzims mutants (3FJX, 2QFS i 2QFQ), aquests estan situats a la part
superior de la zona de sensibilitat, proxims a la zona de resisténcia. Aix0 és perquée aquests
mutants presenten mutacions en residus evolutivament conservats amb I’objectiu d’aconseguir
la resisténcia al glifosat. Aquestes mutacions causen que l’energia d’afinitat pel glifosat
disminueixi, perd, en aquest cas, no prou per a proporcionar resisténcia, i, per tant, només
presenten certa tolerancia en casos d’abundancia de glifosat. En el cas concret dels enzims 2QFQ
i 2QFS, alguns valors se situen inclds dins de la zona de resisténcia, evidenciant la seva tolerancia

al glifosat en algunes situacions.
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Energia d'afinitat del fosfoenolpiruvat per enzims EPSPS
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Grafic 4. Representacio grdfica de I’energia d’afinitat del fosfoenolpiruvat per diversos enzims EPSPS. En color vermell
es representen els enzims sensibles al glifosat. En color groc es representen els enzims resistents al glifosat. Cada enzim
esta representat amb un marcador distingible i presenta 10 repeticions representades. Elaboracio propia.

Finalment en el grafic d’energia d’afinitat del fosfoenolpiruvat, es pot apreciar una major
separacid dels punts d’enzims sensibles i resistents al glifosat. En aquest grafic, es poden
representar aproximadament les zones de resisténcia i sensibilitat al glifosat mitjancant una
diagonal. A la part superior d’aquesta es pot establir la zona de sensibilitat al glifosat mentre

que a la part inferior es pot establir la zona de resisténcia.

La zona de sensibilitat presenta diversos enzims tant mutants com no mutants. En el cas
dels enzims no mutants (2AA9, 1G6T i 3NVS), aquests enzims presenten, de forma general, una
major energia d’afinitat respecte als enzims mutants i els enzims resistents. En el cas dels enzims
mutants (3FJX, 2QFS i 2QFQ), és important destacar que presenten menor energia d’afinitat i
gue, per tant, estan situats a la part superior dreta de la zona de sensibilitat. En aquests enzims
mutants, encara que presenten sensibilitat al glifosat, I’afinitat pel fosfoenolpiruvat es veu

alterada deguda a les mutacions produides, causant la seva disminucid.
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La zona de resisténcia presenta també enzims mutants i no mutants. En el cas dels
enzims no mutants (2GG6 i 4ZND), aquests enzims presenten alta afinitat d’unié del
fosfoenolpiruvat. Aquest fet és evidenciat amb els valors d’energia d’afinitat del lligand, que
estan representats a la part inferior de la zona de resistéencia. En el cas dels enzims no mutants
resistents (1MI4 i 3FKO), al contrari que en el grafic del glifosat, si que presenten uns resultats
esperables. En el primer cas, I'’enzim 1MI4 presenta una mutacié produida que produeix una
baixa drastica de I’afinitat del fosfoenolpiruvat, fet que es pot evidenciar en el grafic a través de
la baixa energia d’afinitat. La mutacié produeix que aquest enzim se situi dins de la zona de
sensibilitat. Seguint amb I’enzim 3FKO, aquest enzim presenta dues mutacions que produeixen
un manteniment de I’afinitat del fosfoenolpiruvat en termes generals, fet que es pot observar
en el grafic. Els valors d’energia d’afinitat del fosfoenolpiruvat per aquest enzim es mantenen
dins de la zona de resisténcia encara que estan situats per sobre dels enzims resistents, donant

a entendre que I'afinitat no és tan alta com en enzims resistents o en enzims sensibles al glifosat.

CONCLUSIONS

De forma general, es pot arribar a la conclusié que els resultats obtinguts per docking
son resultats esperables, ja que s’ajusten a les evidencies experimentals descrites en les
referéncies bibliografiques. S’ha observat com, a través de I’analisi de les energies d’afinitat
obtingudes per docking dels lligands glifosat i fosfoenolpiruvat, es pot establir una zona d’enzims
considerats resistents i una altra d’enzims sensibles al glifosat. Aquestes zones permeten la
classificacio de la potencial sensibilitat dels enzims EPSPS. Es pot concloure que, a través de I'Us
del docking, els enzims sensibles al glifosat es poden classificar perque presenten generalment
una major energia d’afinitat pel glifosat respecte als enzims resistents. No obstant aix0, hi ha
enzims mutants que no compleixen amb aquesta separacié per zones i que presenten valors
d’energia d’afinitat que no s’ajusten de les dades experimentals. Un exemple és I’enzim 3FKO el
qual presenta valors d’energia d’afinitat del glifosat que el situen en la zona de sensibilitat quan
realment és resistent. En aquest cas, és imprescindible visualitzar també els valors d’energia
d’afinitat del fosfoenolpiruvat, ja que sén els que realment determinen a I’enzim com a resistent.
Per tant, durant I’analisi de la sensibilitat al glifosat dels enzims EPSPS per docking, és essencial

tenir en compte tant els valors d’energia d’afinitat del glifosat com del fosfoenolpiruvat.
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Per altra banda, és necessari tenir en compte que I’adquisicié de la resistencia al glifosat
pot ser deguda a canvis molt subtils en residus del centre actiu de I'enzim. Un exemple és el cas
del mutant 1MI4 que presenta la mutacié Gly96Ala, la qual causa un canvi en |'orientacié d’un
grup metil que produeix resisténcia al glifosat que no s’ha pogut detectar pel métode de docking.
Per aquest motiu, en alguns casos, pot ser realment dificil disposar de la sensibilitat necessaria
per distingir enzims sensibles o resistents per docking tenint en compte aquests petits canvis

estructurals que poden causar canvis drastics respecte a la sensibilitat de I’enzim al glifosat.

A través de les ratios d’afinitat glifosat/fosfoenolpiruvat mostrats en aquest treball, s’ha
evidenciat que la unid del glifosat en el seu lloc d’unié al centre actiu de I’enzim EPSPS produeix
canvis conformacionals. Aquests canvis sén de gran importancia per la seva implicacié en
I’afinitat d’unid dels substrats i el glifosat. L’estudi, en un futur, de I’efecte de la unié del glifosat
al centre actiu de I’enzim EPSPS pot provocar descobriments fonamentals en I'ambit d’estudi
d’aquests enzims i que poden ser claus pel desenvolupament de tecniques d’identificacioé de

sensibilitat per docking.

Bibliograficament, s’havia destacat la gran variacié en |’afinitat d’unid del glifosat entre
enzims resistents i sensibles. No obstant aix0, |’afinitat d’unié del fosfoenolpiruvat entre els dos
tipus d’enzims no s’havia considerat com una possible evidéncia per a predir la potencial
sensibilitat de I’enzim. Durant la investigacié duta a terme, s’ha evidenciat clarament la
necessitat de tenir en compte tant I'analisi per docking del glifosat com del fosfoenolpiruvat.
Observant els resultats s’ha pogut destacar una certa tendencia diferent dels enzims resistents
i sensibles respecte al fosfoenolpiruvat, en els quals els resistents presentaven més energia

d’afinitat, sobretot en el valor minim d’energia, pel substrat respecte als sensibles.

Finalment és de gran importancia ressaltar la mancanca d’enzims EPSPS per avaluar per
culpa de les condicions especifiques que aquests havien de presentar, com per exemple la
presencia del S3P unit a I’estructura. Aquesta falta d’enzims causa que els resultats obtinguts no
puguin ser prou representables respecte als enzims EPSPS. El metode docking és un metode
innovador en la classificacid i avaluacié d’enzims EPSPS que encara no esta desenvolupat d’una
forma optima. La investigacié duta a terme i les evidencies mostrades en aquesta, serveixen com
un punt de partida per al desenvolupament d’un model de probabilitat basat en docking que

permet la prediccié de la potencial sensibilitat a I’enzim. Tanmateix, en un futur s’hauran
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d’utilitzar més enzims per a optimitzar el metode per a ser utilitzat per classificar nous enzims
EPSPS. Tenint en compte I'escassetat de complexos EPSPS-S3P disponibles en la base de dades
del PDB, aquesta investigacid té com a nou objectiu seguir amb la recerca sobre la distincié
d’enzims segons la sensibilitat. Es vol anar un pas més enlla i utilitzar seqliencies que no
presenten S3P unit. Es volen analitzar estructures creades per homologia a partir d’estructures
model amb shikimat per tal que els models obtinguts presentin la conformacid necessaria al
centre actiu per a la unié del fosfoenolpiruvat i el glifosat. Aquest fet permetra I’obtencié d’un
major nombre d’estructures proteiques que poden ser analitzades i que ajudaran a I’establiment
del model de prediccié de la potencial sensibilitat d’enzims a través de docking. A més a més,
I’Gs d’altres programes de Docking basats en altres algoritmes i funcions i la consideracié de
valors experimentals d’altres investigacions, permetran el contrastament dels resultats per a

una millor optimitzacié del model de prediccié.

AUTOAVALUACIO

Aguest treball dut a terme a través de la meva estada de practiques, ha resultat tot un
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sigut realment motivador, tenint en compte que s’ha treballat en un camp tant complicat com

interessant com és la bioinformatica.

Durant I'estada he pogut adquirir tots els coneixements plasmats en aquesta memoria
que m’han introduit d’'una forma immersiva en el moén del glifosat i de I’us del docking com a
eina computacional. El meu totalment desconeixement inicial del tema tractat em produia certs
dubtes sobre la investigacid, tenint moderades expectatives. Tanmateix, en iniciar I'estada de
practiques, les meves expectatives es van veure del tot superades gracies al gran interés en
I'estudi que s’estava realitzat i al gran equip que formava part d’aquest. Es important destacar
gue, a través d’aquesta experiéncia, he pogut coneixer i endinsar-me realment en el mén de la
bioinformatica. Gracies a aquesta investigacid, he pogut aprendre una gran quantitat de
conceptes i coneixements relacionats amb la bioinformatica, a més d’aprendre a utilitzar certs

programes informatics els quals he manipulat constantment.
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Aquesta estada ha despertat un gran interes per la bioinformatica que no presentava
anteriorment i que estic disposat a continuar a través d’estudis postgraus. El fet d’estar
constantment en contacte amb els integrants del grup de recerca, els quals presenten un
excel-lent coneixement i experiencia, m’ha ajudat a adquirir una dinamica de treball adequada.
A més d’aix0o, m’he sentit del tot integrat dins del grup gracies a la gran professionalitat amb la
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ajuda que se m’oferia en tot moment.
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ANNEXOS

Per visualitzar i consultar els annexos del Treball de Fi de Grau s’han disposat a
continuacid tres possibles opcions. Es recomana descarregar I’arxiu en comptes de visualitzar-lo

en linia per a disposar de la maxima qualitat dels annexos.

https://tinyurl.com/annexos-tfg

https://drive.google.com/drive/folders/1_-
D5hlabm-7LsxyTKWIcrTDNXQJS_7qq?usp=sharing

Pagina |50


https://tinyurl.com/annexos-tfg
https://drive.google.com/drive/folders/1_-D5hIa6m-7LsxyTKWlcrTDNXQJS_7qq?usp=sharing
https://drive.google.com/drive/folders/1_-D5hIa6m-7LsxyTKWlcrTDNXQJS_7qq?usp=sharing

