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RESUMEN

Resumen

La enfermedad de Alzheimer es un desorden neurodegenerativo que causa pérdida de memoria y deterioro
de las funciones cognitivas. A la fecha, no existe un tratamiento eficiente para esta condicién. El desarrollo de la
enfermedad de Alzheimer ha sido relacionado principalmente con la formacién de placas amiloides en el cerebro
de los pacientes. Las placas amiloides se forman a partir de la oligomerizacidn y acumulacién aberrante de
péptidos B-amiloides de 42 aminodcidos (AB42). El péptido AB42 se genera del procesamiento endoproteolitico
del péptido precursor amiloide (APP) por la aspartil proteasea intramembranal de cuatro componentes llamada
y-secretasa. Se han realizado avances importantes en los estudios estructurales de este complejo proteico en
buscan de un tratamiento de la enfermedad. Sin embargo, los detalles del mecanismo de activaciény los factores
que afectan su funcién proteolitica siguen sin conocerse. En este trabajo, se emplearon diferentes enfoques de
modelado computacional multiescala para caracterizar el ensamble estructural y el mecanismo de activacion de
la enzima. Ademas, se estudio el efecto en la actividad de (1) variaciones en la composicidn de la bicapa lipidica,
(2) agentes externos que inhiben la funcién proteolitica y (3) mutaciones en el componente catalitico. En general,
este estudio provee informacion estructural y dindmica valiosa acerca de la activacion y funcién de la enzima y-
secretasa. Los resultados contribuiran a tener una mejor compresion de la enzima para el desarrollo de nuevos

tratamientos para la enfermedad de Alzheimer.

Abstract

Alzheimer's disease is a neurodegenerative disorder that causes memory loss and cognitive decline. To date,
there is not an efficient treatment for this condition. Alzheimer's disease development has been associated
primarily to the formation of amyloid plaques in patients’ brain. Amyloid plaques are formed through the
oligomerization and aberrant accumulation of amyloid-p peptides of 42 amino acids (AB42). AB42 peptide is
generated from the endoproteolytic processing of the amyloid precursor protein (APP) by the four-component
membrane-embedded aspartyl protease called y-secretase. Significant recent advances have been made in
structural studies of this membrane protein complex seeking for a treatment of the disease. However, details of
the mechanism of activation and factors that affect its proteolytic function remain unclear. In this work, different
multiscale computational modeling approaches were employed to characterize the structural ensemble and
activation mechanism of the enzyme. Furthermore, the effect of (1) variations in the bilayer lipid composition,
(2) external agents that inhibit the proteolytic cleavage, and (3) mutations in the catalytic component were
studied. Overall, this study provides valuable insight into the structure and dynamics in the activation and
function of y-secretase. The results will contribute to a better understanding of the enzyme for the development

of novel Alzheimer’s disease treatments.
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l. Introduccion

La enfermedad de Alzheimer es la forma mds comin de demencia progresiva en adultos mayores, la cual se
caracteriza por el deterioro del sistema nervioso y la pérdida de las funciones cognitivas. En el afio 2017 se
reportd que mas del 9.18 % del total de las muertes en adultos mayores en México fueron causadas por este y
otros padecimientos neurodegenerativos. Actualmente, no existe un tratamiento eficiente para detener o
revertir el deterioro de esta enfermedad.

El desarrollo de la enfermedad de Alzheimer se ha relacionado con la acumulacién de agregados téxicos de
la proteina B-amiloide (AB) en el cerebro. El mecanismo de generacién del péptido AB involucra el procesamiento
proteolitico de la proteina precursora amiloide (APP) en dos pasos. El primer paso involucra el corte en la region
extracelular de APP por la proteina B-secretasa, lo que genera un péptido intramembranal de 99 aminoacidos
(C99) pertenecientes a la regién C-terminal de APP. En el segundo paso, C99 es escindida en su region
transmembranal por el complejo enzimatico de y-secretasa, dando lugar a la formacion de los péptidos AB. Dado
gue la enzima y-secretasa no es muy precisa, normalmente se generan péptidos AB de diferentes longitudes. La
isoforma mas comun en individuos sanos es el péptido AB de 40 aminodcidos (AB40). Sin embargo, las personas
gue padecen la enfermedad producen una mayor proporcién de la isoforma AB42 sobre AB40, siendo la primera
isoforma mds toxica y propensa a agregarse. Los factores que determinan las variaciones en el proceso de corte
de la y-secretasa no han sido determinadas, aunque se ha propuesto que mutaciones, variaciones en la
composicion de la membrana y agentes externos inciden en la produccién de los diferentes fragmentos de ApB.

La enzima y-secretasa es una aspartil proteasa intramembranal que procesa mas de 80 proteinas sustrato en
su region transmembranal. Este complejo enzimatico esta constituido por cuatro componentes: (1) presenilina
1 (presenilin, PS1), (2) potenciador de presenilina 2 (presenilin enhacer 2, PEN-2), (3) faringe anterior-defectuoso
1 (anterior pharynx-defective 1, APH-1) y (4) nicastrina (nicastrin, NCT). El componente PS1 es la subunidad
catalitica con actividad de aspartil proteasa constituida por nueve hélices transmembranales (TMs),
encontrandose los residuos de aspartico cataliticos en la region intramembranal de la sexta y séptima TMs. Las
subunidades PEN-2 y APH-1A facilitan la maduracién y estabilizacion de PS1 en el complejo. Finalmente, el
componente NCT es una glicoproteina transmembranal de tipo | cuyo dominio extracelular (ECD) podria ser el
responsable del reclutamiento de sustrato para su internalizacion al sitio activo de PS1.

A pesar de los grandes avances en el conocimiento de la estructura y funcion de la enzima y-secretasa, la
informacién experimental es aun insuficiente para determinar el comportamiento dindmico del complejo. Es por
lo anterior que, en este trabajo de investigacion, se llevd a cabo la caracterizacién estructural y dindmica del
complejo enzimatico de y-secretasa. El estudio describe el ensamble estructural del complejo y su
comportamiento dinamico, mediante el empleo de metodologias de dindmica molecular multiescala. Ademas,
se reportan los posibles sitios de reconocimiento inicial del sustrato C99 y la influencia de factores que afectan
su actividad proteolitica, dentro de los que se encuentran: (1) diferentes composiciones de lipidos en la
membrana, (2) presencia del inhibidor DAPT en el sitio activo y (3) mutaciones en la secuencia de la subunidad
catalitica de PS1. La informacidn generada a partir de este estudio permitira tener una mejor comprensién del
comportamiento dinamico del complejo de y-secretasa y para que posteriormente pueda emplearse en el disefio

de nuevos farmacos para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.
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Il. Antecedentes

I.1. Enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas son un conjunto multifactorial de padecimientos que se caracterizan
por el deterioro progresivo de la estructura y funcién del sistema nervioso central o periférico.! Este deterioro
involucra la disrupcidn crénica de vias de sefializacidn a nivel de neuronas, resultando en alteraciones de las
funciones cognitivas o locomotoras.? En la actualidad, las enfermedades de Alzheimer, Parkinson, Huntington y
la esclerosis lateral amiotrdfica son algunos de los padecimientos neurodegenerativos de mayor importancia a
nivel mundial.® Existen diferentes factores ambientales, genéticos y relacionados a la edad que se asocian a la
aparicion y progresion de estas patologias, dentro de los que se encuentran: agregacién de proteinas,
modificaciones postraduccionales desreguladas, disfuncién mitocondrial, aumento en las especies reactivas de
oxigeno (EROs), aumento en la concentracién de metales y muerte neuronal.*

Las demencias son el grupo de trastornos neurodegenerativos mas recurrentes a nivel mundial causados por
diversas afecciones genéticas, de la edad o lesiones cerebrovasculares. Dentro de este grupo de padecimientos
se encuentra la enfermedad de Alzheimer, la cual se caracteriza por el deterioro de funciones como la memoria,
la capacidad de aprendizaje, el pensamiento, la orientacién, la comunicacién, entre otros.> La Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) estima que el nimero de personas con demencia ird en aumento debido al
incremento en el indice de esperanza de vida en paises desarrollados y en vias de desarrollo.® En concordancia,
en el ailo 2017 el 8.72 % de las muertes a nivel mundial se asocié a personas que padecian la enfermedad de
Alzheimer u otra demencia.”® En ese mismo aio, México reportd que el 9.18 % del total de las muertes (31,048

casos) de adultos mayores de 70 afios fueron ocasionadas por estos trastornos (Figura 2.1).

Enfermedad de Alzheimer y otras demencias
Muertes en el afio 2017 (por cada 100,000 habitantes) | Ambos sexos | Mayores de 70 anos
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Mexico
Rate: 518.03 deaths per 100,000
Percent: 9.18% of total deaths

Number: 31,047.89 deaths ~500
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Figura 2.1. Distribucién y nimero de muertes a nivel mundial causadas por la enfermedad de Alzheimer y otras demencias
en el afio 2017. Imagen generada con el servidor GBD Compare del Institute for Health, Metrics and Evaluation (IHME).”®
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I.2. Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer es la forma mas comun de demencia crénica asociada a la pérdida de memoria
y al deterioro progresivo de las habilidades cognitivas. El primer caso clinico fue reportado en 1906 por el
psiquiatra aleman Alois Alzheimer, al cual debe su nombre esta enfermedad.® En ese estudio, el Dr. Alzheimer
reporté el caso de una mujer de 51 afios con un tipo de demencia temprana, la cual describié con base en las
alteraciones histopatoldgicas observadas en el cerebro de la paciente durante su evaluacién post mortem.°

La pérdida de tejido nervioso en el cerebro es una de las principales caracteristicas fisiopatoldgicas de las
personas que padecen esta enfermedad, lo que conlleva a un aumento en el didametro de los ventriculos
cerebrales y a la reduccion del hipocampo y de la corteza del encéfalo (Figura 2.2).1%*? Este deterioro progresivo
del cerebro es concomitante con la pérdida de funciones cognitivas, cuyo avance suele describirse a partir de un
modelo de tres etapas preclinicas y tres etapas clinicas. En las etapas preclinicas el padecimiento es asintomatico,
pero se puede definir por (1) el inicio de la agregacion de proteinas en el cerebro, (2) adelgazamiento de la
corteza cerebral o atrofia del hipocampo y (3) evidencia de cambios sutiles en la resolucién de pruebas
cognitivas.'® Por su parte, las etapas clinicas se describen de acuerdo con el grado en el que el paciente ha perdido

la capacidad para abordar tareas cotidianas (Figura 2.2),1%-1214

por lo que se dividen en:

e Etapa temprana: el paciente presenta problemas para recordar el lugar donde dejé un objeto, palabras
o nombres durante una conversacion, y se le dificulta planear y organizar tareas. Las pruebas
psicolégicas son cruciales para el diagndstico de la enfermedad en esta etapa.

e Ftapa moderada: los sintomas de la enfermedad son mas evidentes y el paciente requiere de ayuda con
las actividades cotidianas, presenta problemas para resolver calculos aritméticos simples, olvida
historias personales, tiene una memoria a corto plazo deficiente, presenta dificultad para hablar o
entender y suele tener periodos de confusion.

e Ftapa avanzada: el paciente presenta cambios severos en la personalidad y en el estado de animo
debido a la incapacidad de reconocer lugares o personas. Requiere de asistencia para realizar tareas
cotidianas y actividades de aseo personal, con pérdida del control intestinal y de la vejiga. Asimismo, se
observa un déficit de atencién y problemas para recordar detalles personales. En la fase terminal de

esta etapa de la enfermedad, el individuo es incapaz de responder a estimulos externos.

Deterioro del cerebro Etapas de la enfermedad de Alzheimer
Cerebro . Cerebro
sano A con EA
AN

Etapa temprana Etapa moderada Etapa avanzada

Figura 2.2. Representacion (A) del aumento en los ventriculos cerebrales y la reducciéon del (B) hipocampo y de la corteza
del encéfalo (contorno azul) de un corte coronal del cerebro de una persona con la enfermedad de Alzheimer (EA), y zonas
del cerebro afectadas en las etapas temprana, moderada y avanzada de este padecimiento.'12
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11.2.1. Etiologia y patologia

A la fecha, se han propuesto un gran nimero de teorias que buscan explicar la causalidad del desarrollo de
la enfermedad de Alzheimer, dentro de las cuales se encuentran: alteraciones por envejecimiento, factores
genéticos, afecciones cerebrovasculares, neurodegeneracion, neuroinflamacion, alimentacion (ej. toxicidad por
aluminio), forma de vida y factores ambientales. Estas teorias se han originado a partir de estudios patoldgicos
que relacionan la aparicién de la enfermedad con la agregacion de proteinas, procesos inflamatorios, distrofia
neuronal, estrés oxidante y reduccién en los niveles del neurotransmisor acetilcolina.®

Al igual que otros trastornos neurodegenerativos, el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer se ha
asociado primordialmente a la agregacidn de proteinas en el cerebro, en este caso, por (1) la formacidon de ovillos
neurofibrilares intracelulares y (2) la presencia de placas B-amiloides en la regién extracelular (Figura 2.3).% El
estudio de estos agregados proteicos ha permitido plantear dos principales hipdtesis que explican la aparicion y

progresion de la enfermedad, las cuales son:

(a) Hipdtesis de Tau

La proteina Tau (t) estd asociada a microtubulos que permite mantener el equilibrio dindmico de
polimerizacidon/despolimerizacion de los heterodimeros de a/B-tubulina, los cuales son componentes esenciales
en el mantenimiento, transporte y divisién celular (Figura 2.3A). Los procesos neurodegenerativos involucran la
desregulacidon de cinasas que hiperfosforilan a Tau (ej. p38-MAPK, GSK-3f3, CDK5), lo cual resulta en su disociacién
de los microtubulos y en la subsecuente desestabilizacién y despolimerizacion de estos. La proteina Tau
hiperfosforilada libre se oligomeriza en filamentos helicoidales apareados, para finalmente agregarse y formar
los llamados ovillos neurofibrilares. Estos agregados se acumulan paulatinamente en el espacio intracelular de

la neurona hasta llevarla a apoptosis.t”*®

(b) Hipdtesis de la cascada amiloidogénica

Las placas B-amiloides en el cerebro se generan por la oligomerizacidn y agregacién aberrante del péptido B-
amiloide (AB).1°?° Este péptido se produce a partir de cortes secuenciales de la proteina precursora amiloide
(APP, por sus siglas en inglés) en su regién extracelular e intramembranal.?! Dependiendo de las enzimas
involucradas, APP puede ser procesada por una via no amiloidogénica o amiloidogénica (Figura 2.3B). En la
primera via, APP es proteolizada por la enzima a-secretasa (‘a disintegrin and metalloproteinase domain’,
ADAM9/10/17) que produce un fragmento N-terminal soluble (sAPPa) y un fragmento C-terminal
intramembranal de 83 aminodcidos (C83).22 Mientras que sAPPa es liberado para realizar funciones
neuroprotectoras, el péptido C83 es procesado por la enzima y-secretasa para generar un dominio intracelular
de APP (AICD, por sus siglas en inglés), que cumple funciones de sefializacion a nivel del nucleo celular, y un
péptido N-terminal soluble no amiloidogénico con propiedades neuroprotectoras (p3).2%%

La segunda via involucra un paso inicial de procesamiento de APP por la enzima B-secretasa (8-site APP-
cleaving enzyme 1, BACE1) para producir un fragmento N-terminal soluble (sAPPB) y un fragmento C-terminal de
99 aminodcidos (C99).% Finalmente, el péptido C99 es escindido en la regidn intramembranal por la enzima y-

secretasa para liberar al segmento AICD y al péptido AB.
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Figura 2.3. Agregacién de la proteina tau y del péptido B-amiloide (AB). (A) La hiperfosforilacion de la proteina Tau por
cinasas promueve la desestabilizacion y despolimerizacion de los heterodimeros de a/B-tubulina de los microttbulos. La
proteina Tau hiperfosforilada se asocia en filamentos helicoidales apareados para finalmente agregarse y formar los ovillos
neurofibrilares. (B) Liberacidn de ectodominios y protedlisis secuencial intramembranal de la proteina precursora amiloide
(APP) por las enzimas ADAM (a-secretasa), BACE-1 (B-secretasa) y y-secretasa implicadas en las vias amiloidogénica y no
amiloidogénica. (C) Representacion de los sitios alternativos de corte €, Ly y de la enzima y-secretasa que conducen a la
formacidn de diferentes productos del péptido AB. (D) Disfuncidn sindptica asociada a la modulacion de receptores y canales
postsinapticos por su interaccién con mondmeros y oligdmeros del péptido AB42 y la presencia de la placa B-amiloide. El
influjo desregulado de iones Ca?* a la neurona postsinaptica promueve la activacién de cinasas (p38-MAPK, GSK-3B, CDK5)
y otras proteinas dependientes de calcio (calpaina y calcineurina) que alteran la accidn de proteinas involucradas en el

mantenimiento y supervivencia de la neurona (pCaMKIl y pCREB).2®

Para la produccién del péptido AB, la enzima y-secretasa procesa de forma secuencial a C99 en cuatro sitios

de corte: €, ¢, y1 Yy v2 (Figura 2.3C).?” El primer corte de la enzima ocurre entre los residuos Leu49 y Val50 (sitio €)
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para generar un péptido AB de 49 aminodcidos (AB49) y liberar al fragmento AICD. El producto AB49 es
posteriormente procesado entre los residuos Val46 e lle47 (sitio {) para generar al péptido AB46y a un tripéptido
C-terminal (lle47-Thr4d8-Leu49). Finalmente, AB46 es escindido en el sitio y1 (Thr43-Vald4) o y1y y2 (Val40-lle41)
para producir los péptidos AB43 o AB40, respectivamente.?® Sin embargo, el procesamiento inicial de y-secretasa
puede presentar un error de corte al desfasarse un solo aminodcido en el sitio € (Thr48-Leu49), llevando a la
formacidn de los productos AB38 y AB42. Actualmente, se sabe que AB42 es el péptido mas propenso a formar
oligdmeros y agregados, y que el aumento en la proporcién de AB42 sobre AP40 es la causa principal del
desarrollo de la enfermedad de Alzheimer.?® Ademds, se ha demostrado que los oligdmeros solubles de AB42
son los principales agentes implicados en la disrupcidn de la comunicacién sindptica, debido a su interaccidn con
receptores postsinapticos, a la formacién de canales idnicos de barril B y a su agregacién en placas.>*3? En
conjunto, estos mecanismos explican la alta toxicidad de los oligdmeros AB42 en la plasticidad neuronal 333

La plasticidad neuronal es un proceso continuo que permite la reorganizacion del estimulo sindptico en
periodos de corto, mediano o largo plazo.®® Para la memoria y el aprendizaje, el hipocampo requiere una
potenciacion a largo plazo (PLP), la cual resulta de una transmision sindptica excitadora mediada por los
receptores ionotropicos de NMDA (N-metil-D-aspartato), AMPA (a-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazol-
propionato) y KA (kainato).?” La activacion de estos receptores por el neurotransmisor glutamato estimula el
proceso de despolimerizacién de la neurona postsinaptica via el influjo de iones Ca?* (NMDAr) y Na* (AMPAr y
KAr).3 El aumento en la concentracidn intracelular de iones Ca? promueve su asociacién con la calmodulina
(CaM), proteina involucrada en la activacién de la proteina cinasa dependiente de Ca?*/Calmodulina Il (CaMKI1).3°
Este proceso permite que la CaMKII se autofosforile (pCaMKIl) y regule la fosforilacién del factor de transcripcion
CREB (cAMP response element-binding), el cual se encarga de sintetizar proteinas relacionadas con la plasticidad
sindptica a largo plazo.*

En el caso de las personas que padecen la enfermedad de Alzheimer (Figura 2.3D), existe un influjo constante
de iones Ca% en la neurona postsinaptica debido a la formacién de los canales iénicos de barril By a la interaccién
de los oligdmeros del péptido AB42 con NMDAr y con canales de calcio dependientes de voltaje (VGCC).?® El
influjo sostenido de iones Ca?* induce una activacidon desregulada de cinasas (ej. p38-MAPK), fosfatasas (ej.
calcineurina) y proteasas (ej. calpaina) que alteran la plasticidad de la neurona.** Uno de los casos mas
importantes es el de la activacién de la calcineurina, la cual es una fosfatasa dependiente de calcio que cataliza
la desfosforilacién de pCaMKIl y pCREB via la activacion de la proteina fosfatasa 1 (PP1).**™* Esto ultimo resulta
en la reduccién de la PLP y el subsecuente aumento en la depresidon a largo plazo (DLP), promoviendo la
internalizacion y degradacion de los receptores NMDAr y AMPAr.*®47 De forma paralela, la fosfatasa PP1 activa
a la glucdégeno sintasa cinasa 3 (GSK3) que, al igual que otras cinasas, se encarga de fosforilar a la proteina Tau
asociada a los microtibulos.**° Ademas, los oligdmeros del péptido AB42 impiden la transduccidn de sefiales
entre neuronas al bloquear la interaccién del neurotransmisor acetilcolina con su receptor (nAChr), asi como la
del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) con el receptor de tirosina cinasa B (TrkBr).5! Estos procesos
alteran funciones vitales del proteosoma y la mitocondria, resultando en un aumento de las EROs hasta culminar

con la muerte neuronal.?
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Dado que la hipdtesis amiloidogénica cubre un gran nimero de aspectos que explican el origen y progresién
de la enfermedad de Alzheimer, varios grupos de investigacién se han enfocado en estudiar a las enzimas B- vy y-
secretasa para el desarrollo de moléculas que modulen su actividad proteolitica.’*>® Actualmente, se han
propuesto y evaluado un gran numero de inhibidores de B-secretasa como potenciales farmacos para el
tratamiento de la enfermedad; algunos de los cuales se encuentran en ensayo clinicos o se han cocristalizado
con la enzima.>** La informacién bioldgica y cristalogréfica de esta enzima ha sido de gran utilidad para optimizar
la estructura de los compuestos lideres (lead optimization) por medio de herramientas computacionales.>® Sin
embargo, el disefio de inhibidores de B-secretasa ha mostrado grandes limitaciones debido a la preferencia del
sitio activo por moléculas polares con baja permeabilidad en la barrera hematoencefélica.” Por otro lado, se han
propuesto un menor nimero de compuestos que actdan a nivel de la enzima y-secretasa debido a la poca
informacién estructural.>® No obstante, estudios recientes de criomicroscopia electrdnica (crio-EM) permitieron
determinar la estructura tridimensional de y-secretasa entre 3.4 y 4.4 A de resolucién, proporcionado

informacidn valiosa para su estudio.

I1.3. El complejo de y-secretasa

La enzima y-secretasa es un complejo proteico intramembranal con actividad de aspartil proteasa
involucrado en el procesamiento de mas de 90 péptidos sustrato en su regidn transmembranal.>® El complejo
estd constituido por cuatro subunidades (Figura 2.4A): presenilina (presenilin, PS), potenciador de presenilina 2
(presenilin enhacer 2, PEN-2), faringe anterior-defectuoso 1 (anterior pharynx-defective 1, APH-1) y nicastrina
(nicastrin, NCT). En la Tabla 2.1 se reporta la informacién mas relevante referente a la funcidn y topologia de

estos componentes en la enzima y-secretasa.

Tabla 2.1. Informacién de las subunidades que conforman a la enzima y-secretasa

Nombre (name) Acrénimo Gen®° Descripcién

» Componente catalitico?’
e 9 hélices transmembranales (TMs)®?
» Dos residuos de aspartico cataliticos:®?
Presenilina PS1 PSEN1 (14924.2) o Asp257 en TM6 y Asp385 en TM7
(presenilin) PS2 PSEN2 (1q42.13) e Autoprotedlisis en el asa que une a TM6 y TM7
para su activacién y maduracién®?
o Fragmento N-terminal (NTF, TMs 1-6)
o Fragmento C-terminal (CTF, TMs 7-9)
« Facilita la maduracién autocatalitica de PS®*45°
PEN-2 PSENEN (19913.12) e« 3 TMs con un asa reentrante entre TM1y TM2
e Interactua con el NTF de PS

Potenciador de presenilina 2
(presenilin enhacer 2)

e Permite el ensamblaje del complejo®*5°
e 7 TMsy una hélice yuxtamembranal
e Interactua con el CTF de PS

Faringe anterior-defectuoso1l  APH-1A APHI1A (1921.2)
(anterior pharynx-defective 1)  APH-1B APH1B (15922.2)

e Involucrado en el reconocimiento del sustrato,
maduracién y ensamblaje del complejo®®
NCT NCSTN (1923.2) e Una TMy un ectodominio (ECD)
e Por su flexibilidad, el ECD esta dividido en un
I6bulo menor, un Iébulo mayor y una tapa

Nicastrina
(nicastrin)

-13 -
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Figura 2.4. (A) Representacion de la estructura tridimensional del complejo y-secretasa y sus componentes PS (verde), PEN-
2 (amarillo), APH-1 (naranja) y NCT (violeta). Las ilustraciones de los componentes en la parte inferior y derecha de la figura
muestran de forma particular las caracteristicas y regiones estructurales mas importantes de dichas subunidades. (B) Vista
superior del complejo, sin la region ECD de NCT, que muestra las propuestas de los sitios de uniéon del sustrato (SBS) y los
posibles sitios de entrada (SE) al sitio activo. (C) Representacién del posible mecanismo de accidn de los asparticos cataliticos
de PS para el procesamiento de proteinas transmembranales tipo 1: (1) Puente de hidrégeno entre los asparticos cataliticos
y una molécula de agua; (2) ataque nucleofilico del oxigeno del agua al carbono sp? del carbonilo del sustrato; (3-4)
transferencia de protdn a la amina y ruptura del enlace peptidico; (5-6) transferencia de protén del acido carboxilico a un
aspartico y liberacidén del segmento N-terminal del sustrato; (7-8) formacién de la amina cuaternaria y liberacion del

fragmento C-terminal via el desplazamiento por una molécula de agua.
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En el afio 2015, se depositaron en el Protein Data Bank (PDB) seis estructuras determinadas por crio-EM del
complejo de y-secretasa de humano: 4UIS (4.4 A), 5A63 (3.4 A), 5FN2 (4.2 A), 5FN3 (4.1 A), 5FN4 (4.0 A) y 5FN5
(4.3 A).%87° Estas estructuras proporcionaron por primera vez (1) la arquitectura general del complejo, (2) la
topologia de las subunidades y (3) las interacciones entre las hélices transmembranales (TMs) (Figura 2.4A). De
estos modelos, el componente PS fue el Unico en presentar cambios conformacionales significativos y diferencias
en la resolucién de las TMs. La ausencia estructural mas evidente en todos los modelos fue la del asa intracelular
qgue une a las hélices transmembranales 6 (TM6) y 7 (TM7) de PS (aminoacidos 264 a 377), en la cual se sabe
ocurre el proceso autoproteolitico de maduracidn del complejo. De esta asa, sdlo fue posible elucidar un
pequefio segmento de la regidn carboxilo terminal (CT) de TM6 en 4UIS y 5FN2. Por otra parte, los modelos 4UIS,
5FN2 y 5FN3 fueron los Unicos en los que se logré determinar la posicién exacta de la TM2 de PS, debido a la alta
movilidad del dominio. Ademas, se identificaron péptidos externos en los sitios activos de 5FN3 y 5FN4, mientras
qgue en 5FN2 se observd una densidad perteneciente al inhibidor DAPT (la estructura no fue asignada a las
coordenadas finales). Los autores plantearon la posibilidad de que el péptido asociado a 5FN3 fuese el sustrato

€99, aportando informacidn estructural relevante para comprender su procesamiento.”®

11.3.1. Reconocimiento del sustrato

Para que el complejo y-secretasa pueda procesar a sus sustratos, es necesario que el péptido sea reconocido
inicialmente por los componentes APH-1, PEN-2 o NCT para su posterior traslocacién al sitio activo de PS. Con
base en informacidén experimental, se han propuesto dos posibles sitios de unién de los sustratos (SBS) a y-
secretasa, los cuales se encuentran conformados por: (1) TM2, TM6 y TM9 de PS1 y APH-1 (SBS1) y (2) PS-NTF,
PEN-2 y ECD de NCT (SBS2) (Figura 2.4B). El primer sitio fue descrito por el grupo de investigacion de Tomita e
Iwatsubo’®, en el que demostraron a través de mutantes de PS y estudios de entrecruzamiento que el sustrato
dependia de la interaccién inicial con estas TMs para su procesaimento. En este estudio, los autores observaron
que las mutaciones en los residuos expuestos a la membrana de TM2 y TM6 impedian el reconocimiento del
sustratoy que, por su cercania, TM9 y APH-1 podrian estar involucrados en este proceso. Por otro lado, Fukumori
y Steiner’® demostraron recientemente que C99 se une de forma inicial a exositios del ECD de NCT y PEN-2,
permitiendo el desplazamiento del sustrato hacia el NTF de PS para finalmente ser translocado al sitio SBS1.

También se sabe que el ECD de NCT tiene un papel importante en los mecanismos de reconocimiento y
selectividad de los sustratos. Inicialmente, se pensaba que el I6bulo mayor del ECD tenia la capacidad de girar en
torno al Iébulo menor para reorientar un asa con funciéon de “tapa” y asi exponer un potencial sitio de
reconocimiento del amino terminal del sustrato.®® Ademaés, el modelo sugeria que el sustrato anclado ECD era
trasladado al sitio activo al regresar el I6bulo mayor a su posicién original. Sin embargo, la informacién estructural
reciente y otros estudios experimentales permitieron establecer que el ECD de NCT funge Unicamente como un

obstaculo estérico que bloguea el ingreso de sustratos con ectodominios largos.®®

11.3.2. Internalizacidn del sustrato al sitio activo
Una vez que el complejo y-secretasa reconoce al sustrato, se requiere que este ingrese al sitio activo de PS

para ser proteolizado. Actualmente se han llevado a cabo varios estudios experimentales que buscan
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comprender este proceso, con los cuales se han propuesto dos sitios de entrada (SE) del sustrato: (1) entre TM6
y TM9 (SE1) y (2) entre TM2 y TM6 (SE2) (Figura 2.4B). El primer sitio fue caracterizado por el grupo de Tomita e
Iwatsubo”3, en el cual emplearon el método de accesibilidad por sustitucidn a cisteinas (substituted-cysteine
accessibility method, SCAM) y ensayos de inhibicion competitiva para identificar las regiones de PS involucradas
en la internalizacidn. El estudio mostré que el sustrato era trasladado a través del motivo PAL de TM9 y TM6
para llegar al sitio conformado por TM6, TM7 y el NT de TM9.”® Sin embargo, los nuevos datos estructurales
sugieren que la alta flexibilidad de TM2 podria estar relacionada con la apertura del sitio de entrada del
sustrato.”* Ademas, un estudio reciente realizado por Tomita e Iwatsubo demostré que la regién N-terminal de
TM2 y la extensa asa hidrofilica que conecta a TM1 y TM2 (llamado HL1) estan involucrados en la unién del

sustrato y en su traslado al sitio activo a través de TM2 y TM6.7°

11.3.3. Mecanismo de accion de PS

El componente PS contiene dos residuos de aspdartico cataliticos en los motivos intramembranales VTD2s7 en
TM6 y LGLGDsgs en TM7.77 Estos residuos se encuentran orientados hacia el lado convexo del conjunto de TMs
en forma de “herradura” (horseshoe), en la zona inferior de la cavidad de PS y cerca de la superficie de la
membrana lipidica del espacio citoplasmatico.®? Al igual que otras aspartil proteasas, se cree que el mecanismo
de reaccion de PS involucra la formacién inicial de un puente de hidrégeno intramolecular entre un aspartico
desprotonado (Asp’) y uno protonado (Asp-H) que coordinan a una molécula de agua catalitica (Figura 2.4C).”~
% El sistema permite la abstraccién de un protdn de la molécula de agua para llevar a cabo el ataque nucleofilico
por parte del oxigeno al carbono sp? del carbonilo del péptido sustrato. Finalmente, se transfiere un protén a la
amina del péptido para promover la ruptura del enlace peptidico y liberar los fragmentos N- y C-terminales via
una serie de transferencias protdnicas. Ademas, se sabe que la etapa inicial del mecanismo acido-base de las
aspartil proteasas requiere que los grupos carboxilo de los residuos de aspartico cataliticos se encuentren a una

distancia menor de 5.0 A para favorecer su interaccién y coordinacién con la molécula de agua.®

11.3.4. Factores que modifican la actividad de y-secretasa

La actividad proteolitica del componente catalitico PS puede ser regulada por factores internos y externos
que involucran la inactivacién del complejo de y-secretasa o la alteracion en su secuencia de corte. Algunos de
los factores mas importantes son: (1) la composicion de la membrana lipidica en la que se encuentra embebida
y-secretasa, (2) moléculas exégenas que inhiben o modulan el reconocimiento o procesamiento del sustrato, y

(3) mutaciones en los genes que codifican para el péptido APP y la isoforma 1 de PS (PS1).

11.3.4.1. Composicion de la membrana

Puesto que y-secretasa es una enzima transmembranal, la composicién de los lipidos de la membrana, en la
cual se encuentra embebida, juega un papel clave durante su maduracidn, activacién y mecanismo proteolitico.
El complejo y-secretasa fue identificado por primera vez en su estado activo en balsas lipidicas (lipid rafts)
localizadas en la membrana plasmatica de las neuronas.?%8! Un analisis lipiddmico reciente mostré que la enzima

se encuentra asociada a 53 especies moleculares pertenecientes a 11 diferentes clases principales de lipidos,
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siendo los esfingolipidos, fosfatidilcolina y colesterol los mayoritarios.®? Esta composicién de lipidos es
consistente con la caracterizacion lipiddmica realizada a cerebros de ratén y humano que presentaban la
enfermedad de Alzheimer.® Cabe mencionar que la composicién no sélo regula la actividad de la enzima, pues
también es parte fundamental para su integridad y sefializacidn en las neuronas.?*8>

El grupo de investigacion de Selkoe®® estudid la actividad del complejo y-secretasa en diferentes membranas
de composicion homogénea y heterogénea, en donde observaron que la enzima presentaba una actividad
Optima al componerse la membrana Unicamente por lipidos con cabeza de fosfatidilcolina (PC). El uso de
membranas heterogéneas mostré un aumento en la produccidon del péptido AB40, excepto cuando el PC
constituia el 50 % o menos del sistema. También se observé un aumento en la formacion de AB40 al incrementar
la proporcién de colesterol, explicando asi la diferencia de actividad en las membranas de los diferentes

organelos celulares.

11.3.4.2. Inhibidores y moduladores

Existen diferentes péptidos y moléculas pequenas que interfieren con la produccién de los fragmentos de
AB, los cuales han sido clasificados con base en el efecto que producen en la actividad de la enzima como:
inhibidores (GSIs) y moduladores (GSMs) de y-secretasa. Los GSls inhiben la formacion del péptido AR al impedir
gue el sustrato ingrese al sitio activo y que la enzima desempeinie su actividad proteolitica; mientras que los GSMs
modulan el patrén de corte de C99 para reducir o inhibir la produccion de AB42, sin alterar la protedlisis de otros
sustratos.®” A continuacion se describen algunos de los GSls y GSMs que han sido identificados como potenciales

farmacos para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer (Figura 2.6).

(a) Inhibidores de y-secretasa

Los aldehidos peptidicos (ej. MDL-28170) fueron el primer grupo de GSls que mostraron una disminucién
en la generacién de los productos p3 y AB a través de la inhibicidn de y-secretasa.® La forma hidratada de
estos péptidos genera analogos del estado de transicién que se unen al sitio catalitico de la enzima y la
inactivan. Tomando como referencia este mecanismo de accion, se disefiaron péptidos helicoidales y
analogos del estado de transicion basados en la estructura del sustrato (ej. DFK167).%° A pesar de que ambos
fueron disefiados con base en la estructura del sustrato, ensayos de inhibicion competitiva demostraron que
los analogos del estado de transicidon se unen al sitio catalitico, mientras que los péptidos helicoidales actian
en el sitio activo inicial del sustrato (SBS1/SBS2).%° Por otra parte, un estudio de optimizacién hit-a-lider (hit-
to-lead) identificd a un péptido inhibidor con alta potencia, denominado DAPT.®! La optimizacién de este
compuesto lider llevé a la obtencidn de derivados de benzodiacepina con alta potencia, dentro de los que se
encuentra el compuesto E y sus andlogos.? Estudios posteriores de marcaje por fotoafinidad demostraron
que DAPT y estos compuestos presentaban sitios de unién diferentes, puesto que la fenilglicina de DAPT
interactta con la regién CTF de PS y el nlcleo de benzodiacepina del compuesto E se une a la regién NTF.%
En el mapa de densidad de 5FN2, los autores confirmaron que el grupo fenilglicina interactuaba con TM7 y

TM9, mientras que el sustituyente 3,5-difluorofenilo tuvo mayor nimero de contactos con TM2 y TM3.7°
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Figura 2.6. Estructura quimica de inhibidores (GSls) y moduladores (GSMs) de la enzima y-secretasa. Cada recuadro
representa el efecto que tienen los compuestos en la produccién del péptido AB (Maumento o \V disminucién) e inhibicién
(%) o produccién (v') de Notch-1.2°

(b) Moduladores de y-secretasa

A pesar de que los GSls presentan alta potencia y selectividad a la enzima y-secretasa, se han observado
una gran cantidad de efectos adversos debido a la interferencia de estos compuestos con el procesamiento
de otros sustratos (ej. Notch-1).%* Por su parte, los GSMs no afectan el procesamiento de otros sustratos y
reducen significativamente la formacidn de péptidos AB. Dependiendo del mecanismo de modulacidn, los
GSMs se dividen en (1) reductores de AB42 y (2) ahorradores de Notch-1.>2 El primer grupo incluye a
moléculas que reducen la produccién de AB42 e incrementan la formacién de fragmentos mas cortos (AB37-
39).%> Algunos de los compuestos mds importantes que componen a este grupo son los antiinflamatorios no
esteroideos (ibuprofeno, (R)-flurbiprofeno, indometacina y sulfuro de sulindac) y compuestos con
propiedades acidas (ej. GSM-1) y no &cidas (ej. E-2012).%5%8 Por otra parte, el segundo grupo de GSMs se
encarga de inhibir la produccion de todos los productos AR, sin alterar el procesamiento de Notch-1 (ej.
Begacestat y Compuesto 7.b.2).%%1% Actualmente, las empresas farmacéuticas Elan (ELN-318,463), Merck
(MRK-560) y Bristol-Myers Squibb (BMS-708,163) se encuentran desarrollando derivados de arilsufonamidas

como potenciales farmacos para el tratamiento de la enfermedad.0%103
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11.3.4.3. Mutaciones en los genes APP y PSEN1

El descubrimiento de mutaciones autosémicas dominantes (Familial Alzheimer's disease, FAD) en los genes
que codifican para APP (APP) y PS (PSEN1 y PSEN2) fueron un punto clave para el sustento y aprobacion de la
hipd6tesis amiloidogénica.'® Actualmente, se conocen un gran nimero de mutaciones FAD asociadas al desarrollo
temprano (entre los 30 y 60 afios) de la enfermedad de Alzheimer (ver Tablas A1.1y A1.2 del Apéndice 1).% La
informacién de estas y otras mutaciones se ha depositado en el servidor Alzforum, el cual mantiene una
actualizacidon constante de su base de datos.}®® Algunas de las mutaciones mads relevantes relacionadas con la

aparicidn de la enfermedad se describen en las siguientes subsecciones.?®

(a) Mutaciones en el gen APP

El péptido C99 estd constituido por los codones 672 a 770 del gen APP, siendo las variantes de esta regién
las que afectan la actividad de y-secretasa (Figura 2.5A). La mutacién en el coddn 717 (V7171) fue la primera
variante asociada al desarrollo de la enfermedad a causa de un factor hereditario.’”” Estudios posteriores
demostraron que esta y otras mutaciones en el mismo codén (V717G/F/L) y en las posiciones 714 (T714l),
715 (V715M/A), 716 (1716V/F), 723 (L723P) y 724 (K53M/N) causan un incremento en la produccién de AB42
sobre AB40.1%8-110 por su parte, la mutacion T719P (T48P en C99) mostré una sobreproduccion de AB38
debido a su localizacidn en el sitio € alternativo (Thr48-Leu49).'! Adicionalmente, se identificaron siete
mutaciones patogénicas en los aminoacidos que componen la hélice yuxtamembranal de C99 (K687N,
A692G, E693G/K/Q/A, y D694N).112-114 De estas variantes, se encontré que la mutacion E693G facilitaba la
formacion de fibras AB, mientras que su delecién o mutacién por lisina o glutamina reduce la produccién del

péptido.t®®

(b) Mutaciones en el gen PSEN1
Las mutaciones en el gen PSEN1 (isoforma PS1) son la causa mas comun del desarrollo temprano de la
enfermedad, mientras que los casos de mutaciones en PSEN2 suelen ser atipicos. A la fecha, se conocen mas
de 300 variantes del gen PSEN1,° |a mayoria de las cuales se localizan en las TMs que conforman el sitio
activo (TM2, TM6 y TM7), y siendo las mutantes M139V (TM2), M146L (TM2), L166P (TM2), A246E (TM6),
G378E (TM7), L381V (TM7), G384A (TM7) y L392V (TM7) las relacionadas con el aumento en la proporcion
AB42/AB40 debido a cambios conformacionales en el complejo PS1-C99.1%¢ El aumento en la produccién de
AB42 a causa de alteraciones conformacionales también fue observado en mutaciones del asa que une a
TM6 y TM7 (T291_S319del, L271V, E280G, E280A, A285V y L286V).17118 por otro lado, las mutaciones
reportadas en TM1, TM4 y TMS se localizan principalmente en las asas e interfaces formadas con otras TMs
de PS1. Se sabe que las mutaciones Y115H/C, P117A/L, y E120K del asa HL1 (TM1-TM2) estan involucradas
en la sobreproduccién de Ap42.119120
Existen mutaciones del gen PSEN1 involucrados en la interaccion con las subunidades APH-1 y PEN-2,
encontrandose ocho y dos variantes en las respectivas interfaces. En el caso de las mutaciones en la interface
PS1-APH-1, se ha reportado que la delecion de los aminoacidos 183 y M84 (183_M84del) en TM1 resulta en

un incremento de AB42, mientras que V82L reduce su produccién y A79V no genera ningun cambio.!?122 | g5
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mutaciones restantes de TM1 (I83T) y TM8 (N405S, 1408T, A409T, V4121), asi como las mutaciones G217D/R
en la interface PS1-PEN-2, no inducen alteraciones en la produccion del péptido AB. Un estudio reciente
relacioné la mutacién G206D en TM4 con la pérdida de interaccién de PS1 con PEN-2 y con el incremento en
la produccion de AB42.13

(c) Otras mutaciones

En el caso de las subunidades restantes de y-secretasa, se han reportado pocas variantes asociadas al
padecimiento. Del gen PSENEN (PEN-2) se conocen deleciones en el promotor, mutaciones sencillas (S73F,
D90N) y polimorfismos de un solo nucleétido (SNP); sin embargo, no ha sido posible asociarlas con alguna
funcién patogénica.'?* Por otro lado, el componente APH-1 presenta tres isoformas (APH-1AL, APH-1AS y
APH-1B), de las cuales, las dos isoformas APH-1A han mostrado un rol importante en la enfermedad.'? Sin
embargo, estudios previos reportaron seis diferentes polimorfismos en los genes de APH-1A/B que no
presentaron ninguna relacién con su aparicién.'?® Finalmente, dos mutaciones en el dominio hidrofébico
DYIGS del ECD de NCT (D336 y Y337) mostraron una sobreproducciéon de AB, con un decremento al

presentarse una delecién del segmento.'?’

A APP €99 B @& HU ©® Aspérticos
687 16 cataliticos
@ A79v

@ vs2L
® 1837

@ 183_M84del
(®) Y115HIC
(® P117AL
@) E120K
M139V
(©@ M146L
L166P
@ G206D
@ G217R
@3 A246E
L271v
5 E280G/A
A285V
@) L286v
T291_S319del
G378E
@0) L381V
21) G384A
@2 L3g2v
@) N405S
@4 1408T
@) A409T
@ v412l
(O Otras

mutaciones

T™M3/ TM4) TM5
189 1985 740

sitioy &
L S
Sitio ¢
JE
sitio € }(

@ Kes7N ® 17141 ® T719P
(@ A692G ® v715M/A L723P
® eeosciia @ IT16VIF @ K724MN
@ DBYAN V717GIFIL

Figura 2.5. Representacion de las principales mutaciones en las estructuras de (A) APP/C99 y (B) PS1. Las esferas de color
amarillo muestran las variantes localizadas en el sitio activo de PS1 y las de color naranja las de las interfaces entre TMs de
PS1 u otros componentes de y-secretasa.?’

-20-



CAPITULO Il

11.4. Simulaciones de dindmica molecular

La dinamica molecular (MD, por sus siglas en inglés) es una metodologia computacional que permite estudiar
el comportamiento de un sistema de atomos en funcién del tiempo. Para esto, se requiere de la integracién de
las ecuaciones de movimiento y el empleo de un campo de fuerza que describa de forma continua el tratamiento
de las interacciones enlazantes y no enlazantes del conjunto de dtomos. La simulacidn de un sistema nos permite
generar un conjunto de estados conformacionales de los que se pueden analizar cambios estructurales y
propiedades termodindmicas.!?®

Esta metodologia ha sido extensamente empleada para describir el comportamiento dindmico de
macromoléculas bioldgicas, principalmente proteinas, en donde se busca comprender mecanismos como:
cambios conformacionales, transporte de iones/agua a través de canales, unién e interaccion con moléculas
pequefias u otras macromoléculas, plegamiento/desplegamiento de proteinas, entre otros.!?® Sin embargo, el
tiempo de simulacién requerido para emular varios de estos procesos a nivel atomico (all-atom, AA) se encuentra
limitado por el nimero de particulas en el sistema, el campo de fuerza empleado y los recursos computacionales
a los que se tienen acceso. Es por lo anterior que se han implementado metodologias de muestreo acelerado
que facilitan la transicion entre estados conformacionales de la macromolécula (ej. intercambio de réplicas) o
que reducen el niumero de particulas al considerar un medio continuo (solvente implicito) o al simplificar el
sistema de todos los &tomos mediante el uso de modelos de grano grueso (coarse grained, CG).**° En este Gltimo,
se emplean particulas/perlas (beads) que representan conjuntos de atomos asociados con base en la
conectividad molecular, omitiendo hidrégenos no polares y manteniendo propiedades topoldgicas vy
electrdnicas. La Figura 2.7, muestra los modelos de la enzima y-secretasa y ejemplos de moléculas que componen
al sistema en las representaciones de AA y CG.” La informacidn referente a la construccion y preparacién de los

sistemas se describird con mayor detalle en la seccion de Metodologia del presente trabajo.

Todos los atomos (AA) Grano grueso (CG)
B Molécula de agua 0
Aminoéacidos
(e). Lys)
0e
Membrana y
(ej. POPC)

Figura 2.7. Representacién de los modelos de todos los atomos (AA) y grano grueso (CG) de la enzima y-secretasa y
ejemplificacion de ambas representaciones en la molécula de agua, lisina y lipido.

11.4.1. Otros estudios de dindmica molecular de y-secretasa
Debido a su reciente elucidacidon estructural, existen en la actualidad pocos reportes de dindmica molecular
de la enzima y-secretasa.”? Los dos primeros estudios computacionales, previos a la publicacién de las

estructuras, emplearon modelos por homologia de la subunidad aislada de PS1 generados a partir de la
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estructura de PS del organismo Methanoculleus marisnigri (PDB: 4HYG®3). El primer estudio fue realizado por
Kong y colaboradores a principios del 2015,%3! en el que llevaron a cabo simulaciones de MD atomisticas de 200
ns del modelo de PS1 en membranas de 1-palmitoil-2-oleoilfosfatidilcolina (POPC) y etanolamina (POPE). En ese
estudio se analizé la distribucidon conformacional de los dominios NT y CT, asi como del movimiento de la puerta
de entrada del sustrato entre TM2 y TM6 (SE2) y el posible mecanismo de inhibicidn por POPE al interactuar con
los aspérticos cataliticos. Por su parte, Somavarapu y Kepp*? construyeron un modelo de PS1 que incluia el
segmento intracelular que conecta a TM6 y TM7 en la forma madura e inmadura (sin corte autoproteolitico).
Para este estudio, se realizaron simulaciones por triplicado de cada sistema por un periodo de 500 ns, analizando
Unicamente los Ultimos 200 ns. Al igual que Kong y colaboradores®3?, el analisis de componentes principales (PCA)
mostré una alta flexibilidad de las TMs que componen el posible sitio de ingreso del sustrato (SE2), asi como del
asa HL1 (TM1-TM2) que sugieren podria intervenir como bisagra de la puerta. Ademads, dichos autores
identificaron una amplia distribuciéon conformacional en la forma madura debido al corte en el asa intracelular.
Cabe mencionar que los cambios conformacionales observados en estos estudios podrian deberse a artefactos
de la simulacidn asociados a la ausencia de las subunidades APH-1A, PEN-2 y NCT y a las variaciones en el modelo.

Los trabajos mas recientes han empleado las estructuras de crio-EM de y-secretasa para identificar el posible
sitio de unidn inicial del sustrato C99 en el complejo. El primero de estos fue reportado por Han y

colaboradores'*?

, en el que emplearon el PDB: 5FN2 para llevar a cabo simulaciones multiescala (AA y CG) de la
region transmembranal de y-secretasa (sin el dominio extracelular de NCT) con los sustratos C99 (aminodacidos
26 a 55, C99.55) y Notch-1. El analisis de agrupamiento (clustering) de las simulaciones de CG mostré una alta
probabilidad de unién de los sustratos por el sitio SBS1, cuya estabilidad fue posteriormente caracterizada con
simulaciones atomisticas. De forma similar, Somavarapu y Kepp*** realizaron tres simulaciones atomisticas de
500 ns con la estructura PDB: 5FN3 de y-secretasa, a la que reemplazaron la subunidad PS1 por el modelo
reportado en su primer articulo (vide supra). En este estudio, los autores lograron caracterizar tres estados
conformacionales (cerrado, semiabierto y abierto) de PS1 con base en la distancia entre los asparticos cataliticos
y TM2/TM3. El estudio de acoplamiento molecular del péptido AB, realizado en las tres conformaciones, sugirid
que la unién del sustrato esta controlada por la conformacion de PS1, teniendo una mayor preferencia por la
forma semiabierta (compacta). Esto ultimo les permitié establecer una posible relacidn entre la alta afinidad y el
tiempo de retencién del sustrato en la conformacidn semiabierta con la generacién de los fragmentos mas cortos
de AB. Ademas, los modelos fueron empleados para proponer un posible mecanismo de ingreso por SE2 a partir
del sitio SBS2. El dltimo estudio publicado fue realizado por Dal Peraro y colaboradores®, en el cual se llevaron
a cabo simulaciones de CG de 4 ps del complejo y-secretasa con seis péptidos C9915s5 colocados de forma
aleatoria en una balsa lipidica compuesta por 32 lipidos diferentes y 54.7 % de colesterol. Las simulaciones
mostraron una preferencia inicial de la region N-terminal de C99;s.ss por el dominio ECD de NCT, lo que promueve
su traslado a cualquiera de los dos SBSs para su posterior transporte al sitio activo. También observaron que la
localizacion de C991s5.55 en la membrana era dependiente de la concentracidn de colesterol en esa region.

Estos estudios computacionales proveen informacion relevante de la estructura y dinamismo del complejo
de y-secretasa; sin embargo, faltan por describir varios de los mecanismos que regulan el ensamble

conformacional y actividad de la enzima, algunos de los cuales son abordados en el presente trabajo.
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lll. Planteamiento del problema

El incremento en la incidencia y prevalencia de la enfermedad de Alzheimer ha incentivado el interés de
varios grupos de investigacidon y empresas farmacéuticas por desarrollar nuevos tratamientos terapéuticos que
puedan controlar o curar los sintomas asociados a este padecimiento. Uno de los blancos terapéuticos mas
importantes es el complejo de y-secretasa, al ser una enzima clave en la produccién de los péptidos
amiloidogénicos téxicos asociados al desarrollo de la enfermedad. En la actualidad, se han realizado grandes
avances en el conocimiento de la estructura y funciéon de la enzima y-secretasa; sin embargo, la informacién
experimental es aun insuficiente para determinar su comportamiento dinamico y poder explicar diferentes
procesos involucrados en el desarrollo de la enfermedad. Los estudios actuales de dinamica molecular realizados
con la subunidad catalitica PS1 y con el complejo y-secretasa han permitido tener una primera aproximacién
hacia la caracterizacion quimica, estructural y dinamica a nivel atémico del complejo y-secretasa. Sin embargo,
se requiere continuar con la investigacidn para contribuir a la explicacién de mecanismos esenciales de la enzima,

conocer el origen de la enfermedad de Alzheimer y poder llegar al desarrollo de moléculas bioactivas o farmacos.

IV. Hipoétesis

El uso de herramientas computacionales permitird describir el comportamiento dindmico y el ensamble

conformacional del complejo de y-secretasa a nivel atdmico.

V. Objetivos

V.1. Objetivo General

Emplear metodologias de quimica y bioquimica computacional para caracterizar las propiedades

estructurales y dindmicas de la enzima y-secretasa.

V.2. Objetivo Particulares

- Describir el ensamble estructural del complejo proteico de y-secretasa utilizando metodologias de

dindmica molecular multiescala.

- Realizar un analisis estructural y dinamico del posible sitio inicial de uniéon y del mecanismo de

reconocimiento de los sustratos C99 y Notch-1 por el complejo de y-secretasa.

- Emplear metodologias de dindmica molecular multiescala para describir el comportamiento del
complejo en presencia de factores que afectan su actividad proteolitica, dentro de los que se encuentran:
diferentes composiciones de lipidos en la membrana, interaccidon con un inhibidor y mutaciones en la

secuencia de la subunidad catalitica PS1.
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VI. Analisis estructural de la enzima y-secretasa

En este capitulo se presenta el estudio de: (1) la distribucidn y propiedades de los aminoacidos en y-secretasa;
(2) los residuos que intervienen en la interaccion entre sus subunidades y (3) las caracteristicas particulares de

las cuatro subunidades que componen al complejo enzimatico.

VI.1. Metodologia

Se tomd como modelo inicial de referencia al complejo de y-secretasa con clave PDB: 5FN2 (4.2 A), al ser |a
estructura disponible mds completa. Con este modelo, se realizé la identificacidn y seleccion de los residuos
hidrofdbicos e hidrofilicos empleando la escala de hidropatia reportada por Kyte & Doolittle para cada una de
las cadenas laterales de los aminoacidos.!® Esta escala también se usé para el calculo del indice de hidropatia
(IH) por residuo de las cuatro subunidades de y-secretasa, en la que se tomd un rango de 9 aminodcidos para su
obtencidn. Los IHs fueron posteriormente empleados para establecer la orientacién del complejo en la
membrana con ayuda del programa LAMBADA.®’ Por otra parte, se identificaron los residuos con carga
(positivos: His, Lys y Arg, y negativos: Glu y Asp), el cinturdn aromético (His, Trp y Tyr)®8 y su distribucién en la
regién transmembranal.®® Los aminoacidos con interacciones intra- e intersubunidad fueron identificados con
ayuda del servidor PISA.2° Se analizaron las propiedades estructurales y conformacionales especificas de cada

componente del complejo para relacionar su topologia con funciones y mecanismos caracteristicos de la enzima.

VI.2. Resultados y Discusion

La insercidn y orientacidn de una proteina membranal en una bicapa lipidica es dependiente de la topologia
y distribucién de los aminoacidos de su superficie, estos definen la forma en que la proteina interactua con los
lipidos de la membrana, interviniendo en procesos de plegamiento, estabilidad termodinamica y actividad
bioldgica.'*! Es por esto ultimo que, antes de caracterizar el comportamiento dindmico de la enzima y-secretasa,
es necesario estudiar su distribucién topoldgica y composicion de aminodcidos.

La Figura 6.1 muestra una visualizacion de 360° de las subunidades que componen al complejo, asi como de
la representacion de superficie de las regiones hidrofdbicas y la localizacién de los residuos con carga formal
positiva y negativa. Al igual que en otras proteinas membranales, la mayor proporcion de residuos de la region
transmembranal de y-secretasa son hidrofdbicos, mientras que los que componen la regién extramembranal,
incluyendo el ECD de NCT, son en su mayoria hidrofilicos. Esto ultimo se evidencia al presentarse una mayor
distribucién de residuos con carga en la regién extramembranal, los cuales tienen la capacidad de interactuar
con las cabezas de los lipidos o con las moléculas de agua que los rodean.'* Un gran nimero de estos residuos
fueron localizados en las TMs del complejo, cuantificAndose una mayor proporcion de los residuos de lisina y
arginina expuestas a la region intracelular en comparacion con la regién extracelular (IC: 32 residuos y EC: 12

Ill

residuos, regla del “positivo adentro”?*). Los residuos con carga localizados en la interfase lipido/agua estén
comunmente involucrados en la estabilidad de las proteinas y en cambios conformacionales, por lo que su

correcta orientacion en la membrana es fundamental para su estudio en procesos dinamicos.
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Figura 6.1. Representacion de 360° de las subunidades NCT, PS1 (asparticos cataliticos en rojo), APH1A y PEN-2 del complejo
de y-secretasa embebida en una bicapa lipidica. La imagen también muestra la representacion en superficie de las regiones
hidrofébicas y la localizacidn de los residuos cargados.

La escala de hidropatia de Kyte & Doolittle se empled para definir las regiones del complejo de y-secretasa
con mayor probabilidad de encontrarse embebidas en la membrana. La Figura 6.2A muestra los graficos y la
distribucién estructural de los indices de hidropatia (IH) calculados por residuo para cada subunidad del
complejo. En estas representaciones es posible observar que los residuos con valores altos de IH se localizan en
las regiones medias de las TMs, confirmando su alta probabilidad de encontrarse embebidas en un medio
hidrofdbico. Por otra parte, los segmentos de la estructura con valores bajos de IH se observan en las regiones
terminales de las TMs y en el ECD de NCT. Una excepcion a este comportamiento fue el de la TM3 de APH-1A,
en el cual se obtuvo un valor bajo de IH en su segmento C-terminal a causa del gran nimero de aminoacidos
cargados presentes en la parte interna de la region transmembranal (ver Figura 6.1). Algo similar ocurre en las
regiones C-terminal de TM6 y N-terminal de TM7 del componente PS1, en las cuales se observa una reduccion
del IH debido a la presencia de los residuos de aspartico cataliticos.

La representacion tridimensional y frecuencia de la distribucion de los valores de IH en el complejo de y-
secretasa permitié determinar la region (en el eje Z) con mayor probabilidad de encontrarse embebida en la
membrana (Figura 6.2B). Con base en esta orientacion del eje Z, se roto al complejo en los ejes X y Y con el
programa LAMBADA hasta identificar la posicidn en la que el cinturdn hidrofébico se encontrase paralelo al plano
XY de la bicapa lipidica (Figura 6.2C). La orientacion final del complejo se tomd como referencia para la

construccion de los sistemas empleados en este trabajo.
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Figura 6.2. (A) Diagramas de distribucidn y representacién estructural de los indices de hidropatia (IH) por residuo calculados
para las subunidades NCT, PS1, APH-1A y PEN-2 de la enzima y-secretasa con la escala de hidropatia reportada por Kyte &
Doolittle. (B) Estructura del complejo de y-secretasa coloreado por los valores calculados de IH y cuantificacién de los
residuos con IH superiores a cero en el eje Z. (C) Diagrama de rotacion del complejo en los ejes X y Y para su orientacidn en
el plano XY de la bicapa lipidica. La escala de puntuacién (Score) del programa LAMBADA representa el grado de
aproximacion del cinturdn hidrofébico a dicho plano XY.

Ademas de las propiedades hidrofdbicas y electrdnicas, es importante identificar de forma individual los
diferentes tipos de aminoacidos que componen al complejo para definir las implicaciones de estos en la
estabilidad de la estructura (Figura 6.3). Algunos de los estudios mds relevantes realizados a proteinas
membranales han asociado dicha estabilidad y dinamismo con la localizacidn en la regién transmembranal de los
aminoacidos Gly, Pro, Arg, Lys y aromaticos (His, Phe, Tyr y Trp). Para el caso de Gly, se identificaron los motivos
GxxxG en las TMs en busca de “cremalleras de glicina”, encontrandose Gnicamente tres en APH-1A (uno en TM6
y dos en TM4) y uno en PS1 (TM4). Sin embargo, ningun par se encontré formando contacto directo entre ambos
dominios de cremallera.’* Es importante sefialar que la TM6 de APH-1A presenta un motivo del tipo
GxxxGxxxLxxxG orientado hacia la regiéon transmembranal, el cual podria fungir como sitio de reconocimiento de
péptidos transmembranales con dominios similares (por ejemplo, C99).14°

La presencia de residuos de prolina en las TMs se ha asociado con la interrupcion de la estructura helicoidal
de las hélices a debido a la ausencia del puente de hidrégeno en su cadena principal.X*® En la Figura 6.3 se
muestran las interrupciones de hélices causadas por residuos de prolina, todas ellas con isomeria trans, en la

region transmembranal de los componentes PS1, APH-1A y PEN-2.
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Figura 6.3. Representacion esquematica de la distribucion de los residuos de Gly, His, Trp, Tyr, Phe y Pro en el complejo de
y-secretasa. En la figura inferior izquierda se muestran todas las prolinas presentes en la region transmembranal.

La disposicién de los aminodcidos His, Trp y Tyr (“cinturén aromdtico”*®) en la interfase lipido/agua permite
que los residuos aromdticos estabilicen el complejo al formar interacciones del tipo catidn-mt con las cabezas de
los lipidos, asi como puentes de hidrégeno de los grupos polares con las moléculas de agua. La distribucién de
estos residuos en el complejo de y-secretasa es consistente con dicha aseveracidn, pues se observa una
preferencia de este grupo de aminoacidos en la interfase membrana/agua. Por otra parte, los residuos de
fenilalanina se encuentran distribuidos de forma heterogénea a lo largo de la estructura, pues, al igual que otras
proteinas membranales, su localizacidn podria estar involucrada en la interaccidn con ligandos aromaticos en la
parte interna de la proteina.

Los aminodcidos que componen las subunidades del complejo de y-secretasa se disponen en dos formas
principales: (1) interactuando con la misma subunidad o una subunidad contigua, o (2) expuestos hacia los lipidos
de la membrana o al medio acuoso. En la Figura 6.4 se reportan, a manera de graficos de impulsos, los residuos
gue se encuentran en contacto directo con (A) la misma u (B) otra subunidad del complejo enzimatico (ver
Figuras A.2.1 a 4 del Apéndice Il). Al realizar un analisis comparativo de los diagramas de contactos intra- e

intersubunidades se aprecia una relacion directa entre la ausencia de contactos internos con la presencia de
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interacciones entre subunidades. Un ejemplo es el caso de PS1, en la que la ausencia de contactos internos en
TM1, TM8 y TM9 se complementa con las interacciones intersubunidad con el componente APH-1A, al igual que
lo hacen TM3, TM4 y TM5 con PEN-2. Por su parte, la TM1 de NCT se encuentra en contacto con TM1y TM4 de
APH-1A, presentado pocos contactos con las regiones extracelulares de los componentes PS1 y PEN-2. Resulta
interesante que todos los contactos de PS1 con el I6bulo menor de NCT se comparten con los sitios de interaccidn
de APH-1A y PEN-2. El I6bulo menor ECD de NCT y el componente PS1 son los Unicos en presentar contacto
directo con todas las subunidades del complejo, mientras que el I6bulo mayor de NCT es el Unico dominio que
no interactua con ninguno de los componentes transmembranales. La conservacidn de las interacciones antes
mencionadas es clave para la caracterizacion del comportamiento dindmico, pues de estas depende el complejo

enzimatico para permanecer ensamblado durante la simulacién.
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Figura 6.4. Graficos de impulsos en funcidn de los contactos entre residuos de (A) una misma o (B) con otra subunidad del
complejo de y-secretasa. Las TMs de los componentes se encuentran representadas con la banda de colores localizada en
la parte inferior de los graficos, y cuyos colores se definieron con base en las estructuras tridimensionales mostradas en la
parte inferior de (A).
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VI1.2.1. Posible sitio de reconocimiento del sustrato y motivos glicosilables en NCT

Se han postulado varias teorias acerca del mecanismo por el cual el ECD de NCT reconoce al sustrato para
trasladarlo al sitio activo de PS1. Una de estas teorias sugiere que el aminodcido Glu333, junto con otros residuos
del I6bulo mayor de ECD, forma un sitio de unién para el reconocimiento del amino N-terminal del sustrato
(Figura 6.5).1*” Este mecanismo involucra el desplazamiento de un asa del I6bulo menor con funcién de “tapa”
del sitio, la cual permite la libre rotacién del I6bulo mayor con la subsecuente exposicion del Glu333 hacia los
componentes transmembranales.% Sin embargo, un trabajo posterior demostré que la Glu333 sélo es esencial
para la maduracién del complejo, pero no para la actividad proteolitica de la enzima.!*® Un estudio reciente
demostré que la funcion real del ECD de NCT es la de impedir el ingreso de sustratos con dominios N-terminal
voluminosos, por lo que se requiere que sean escindidos de forma inicial por las secretasas ADAM o BACE-1.%¢ La
caracterizacién dinamica de este trabajo buscd dictaminar los mecanismos mas viables de reconocimiento
acorde a los postulados expuestos.

Ademads del mecanismo de reconocimiento del sustrato, se sabe que el dominio extracelular de NCT presenta
varios sitios de glicosilacién en su estructura. Para su identificacidn, se calculd la probabilidad de N-glicosilacion
de asparaginas y O-glicosilacién de treoninas y serinas con los programas NetNGlyc v1.0 y NetOGlyc v4.0,
respectivamente.'®® El reconocimiento de sitios glicosilables se realizé a partir de la identificacion de dominios
NxS/T en la secuencia, determinando la probabilidad de que ocurriese la modificacidon postraduccional con base
en el grado de exposicion del residuo. La Figura 6.5 muestra los sitios predichos con mayor probabilidad de

presentar N- u O-glicosilaciones.
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Figura 6.5. Representacién del posible sitio de unidn del amino N-terminal de los sustratos de y-secretasa localizado en el
I6bulo mayor del ECD de NCT (imagen superior). Caracterizacion de los potenciales sitios de N- u O-glicosilacién del dominio
extracelular de NCT.
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CAPITULO VI

VI.2.2. Descripcion de los estados conformacionales de PS1

Como se menciond anteriormente, PS1 fue el Unico componente en presentar cambios conformacionales
significativos entre las seis estructuras determinadas por crio-EM. La superposicion de las estructuras de PS1
mostrada en la Figura 6.6 permite visualizar cambios importantes en la orientacién y disposicién principalmente
de las TMs que contienen a los residuos de aspartico cataliticos (i.e. TM6 y TM7). Para la descripcion de estos
cambios conformacionales, se emplearon dos parametros de orden: (1) la distancia entre los carbonos y de los
asparticos cataliticos (ddasp) y (2) el angulo de inclinacidn de la hélice relativo al vector normal del plano XY de la
membrana (/rv). Para el caso de la distancia, se observa una amplia distribucién de valores de ddas, entre los 3.89
y 11.48 A. Cabe recordar que para definir la forma activa (estado 2) de una proteasa se requiere un valor de ddas,
menor a 5.00 A, por lo que los modelos 4UIS y 5FN2 serian los Unicos en dicho estado (ver Figura 6.6).°! Las
estructuras 5FN3 y 5FN5 se encuentran en un estado semiactivo, mientras que el valor de ddas, en los modelos
5A63 y 5FN4 sugiere que estos presentan una conformacioén inactiva (estado 1). La representacion tridimensional
de la distancia entre los asparticos cataliticos sugiere que el pardametro ddas, esta directamente relacionado con
la inclinacién de TM6. Esto se confirmd al analizar la distribucién del Itv de TM6, pues las formas activas
presentan valores de Iy inferiores a 15° siendo superiores a este en el caso de las estructuras en el estado
inactivo. Resulta interesante observar que TM2 sélo se resolvié en las estructuras con valores de ddas, bajos, lo
que sugiere una posible relacién entre la flexibilidad y/u orientacién de esta TM con el angulo de inclinacion de
TM6. Esta relacidn se explica ademas por la proximidad que presentan estas TMs en la estructura. Las TMs
restantes no muestran una relacion directa entre ddas, € Irv. Debido a su gran funcionalidad en la descripcion

conformacional, se emplearan los pardmetros de orden ddas, € Irv a lo largo del presente trabajo.

Vista extracelular Vista intracelular Inclinacién de las TMs en la membrana

m .
g PDB IDs: T™M9 © O
)
5| Oauls )
g @ 563 T™8 (@))
[
g © 5FN2 T™7 @O
o | OS5FN3
© O 5FN4 ™6 @ @ @O

O 5FN5 — p—
2]
o T™6 T™4 @0
fé’ Asp257
9 o T™3 @O
& |
s =0 ™2 @ @
= i
) 4uUIS: 3.99A T™1 (@)
© dep o 5A63: 7.23A
© 5FN2: 3.89 A
% - Estado 1 (inactivo): 2 5.0 A 5EN3: 5.06 A 0 10 20 30 40 50
» ) 5FN4: 11.48 A ltu ()
5 - Estado 2 (activo): < 5.0 A 5FN5- 5.35 A

Figura 6.6. Vista extracelular e intracelular de la superposicién del componente PS1 de las estructuras de crio-EM de y-
secretasa (PDB IDs: 4UIS, 5A63, 5FN2, 5FN3, 5FN4 y 5FN5). Representacion de la distancia entre los asparticos cataliticos
(ddasp) y grafico del angulo de inclinacidn de las TMs respecto a la membrana (/rm).”?

-30-



CAPITULO VI

VI.2.3. Comparacion de APH-1A con GPCRs

En el afio 2015, Sun y colaboradores®” reportaron por primera vez la estructura de APH-1A, y sefialaron que
las siete TMs que componen dicha subunidad se disponen de una forma nunca antes descrita. La presencia de
las siete TMs sugirid en primera instancia una posible relacidon con la topologia de los receptores acoplados a
proteinas G (GPCRs). Sin embargo, el orden y disposicién de las TMs difiere entre ellas.'™ La Figura 6.7 muestra
la comparacion topolégica entre las cuatro clases de GPCRs y el componente APH-1A. En esta figura se aprecia
que la disposicién espacial de TM4 y TM5 difiere entre ambas estructuras, asi como el angulo de inclinacion de
TM2 y TM3. Ademas, APH-1A presenta una prolina que interrumpe la estructura helicoidal de TM1, la cual no se
encuentra en los GPCRs. La Unica relacién estructural que comparten los GPCRs y APH-1A es la presencia de una
hélice yuxtamembranal en el segmento C-terminal de TM7 (Figura 6.7). Al calcular el momento hidrofébico
(uH)1152 de esta hélice es posible apreciar una distribucién homogénea de los aminodacidos en los giros de la
misma, donde los residuos hidrofdbicos (lle y Leu) se disponen hacia la regién transmembranal y los hidrofilicos
hacia las cabezas de los lipidos (Ser y GlIn) o al medio intracelular (Arg).

Durante la descripcidn de la estructura, el grupo de Yigong Shi®” menciond que la cavidad central de APH-1A,
la cual se encuentra ocupada por el segmento C-terminal del PS1, es similar al sitio de reconocimiento de
moléculas pequeiias en los GPCRs. Ademads, nuestro analisis de IH y distribucidén de residuos cargados sugieren
gue la region interna de APH-1A podria estar involucrada en la interaccion con moléculas exdégenas polares o
cargadas, por lo que la regién C-terminal de PS1 podria estar cumpliendo una funcién moduladora de

reconocimiento.
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Figura 6.7. Comparacion de la topologia y localizacion de prolinas transmembranales de APH-1A con la superposicién de las
cuatro clases de GPCRs reportada por Venkatakrishnan y colaboradores®*. Determinacién del momento hidrofébico (uH)
de la hélice yuxtamembranal y representacion de su orientacién en la interfase lipido/agua.
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CAPITULO VI

VI.2.4. Prediccion de la estructura de PEN-2

Estudios experimentales iniciales determinaron que PEN-2 estaba constituido por 2 hélices
transmembranales, exponiendo las regiones N- y C-terminal al espacio extracelular.®>!>® Sin embargo, la
estructura resuelta por el grupo de Yigong Shi®” mostré que la primera TM presenta una regidn reentrante entre
los aminodcidos Ala24 y Pro27. Al igual que en APH-1A, la topologia observada para PEN-2 es Unica para su
secuencia, pues ninguno de los predictores de regiones transmembranales empleados en este trabajo
(OCTOPUS™* y MEMSAT™) fue capaz de identificar la presencia de la hélice reentrante de este componente (ver
Figura 6.8). Una posible explicacién a la formacidn de esta estructura es la interrupcién de la forma helicoidal
causada por Pro27. El andlisis de contactos muestra que la formacion de esta regidn reentrante es fundamental
para que PEN-2 interactie con TM3, TM4 y TM5 de PS1, favoreciendo posiblemente la interacciéon y estabilidad

dindmica entre ambas subunidades.
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Figura 6.8. Prediccion de las regiones transmembranales de PEN-2 con los programas OCTOPUS y MEMSAT, y representacién
de los aminoacidos que componen la region reentrante en la hélice.
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CAPITULO VII

VII. Caracterizacion dindmica de la enzima y-secretasa

En este capitulo se describen las simulaciones de dinamica molecular (MD) multiescala, a nivel de todos los
atomos (AA) y de grano grueso (CG), del complejo y-secretasa (PDB: 5FN2 y 5FN37°) realizadas en este proyecto
de investigacidn. Las simulaciones AA sirvieron como referencia para la generacién de los modelos de CG, asi

Ill

como para el “muestreo de sombrilla” (Umbrella Sampling, US) empleado para describir un posible canal de agua
en el componente APH-1A. Con los modelos de CG se estudid el efecto de la protonacion de los residuos de
aspartico cataliticos mediante la evaluacién de su forma desprotonada (Asp’) y de los estados monoprotonados
(Asp-Hazs7 y Asp-Hsgs).2® El Esquema 7.1 muestra el algoritmo general de trabajo seguido en esta seccion.

Sistema

MD [AA] MD [AA]

PDB: 5FN2 PDB: SFN3
[1us | 1réplica] [1us | 1réplica]

l ‘,

MD [CG] MD [CG]

Y-Secretasa

Asp
[ 1 ps |50 réplicas ]

l

Asp-Hasz
[ 1 ps | 50 réplicas ]

Asp-Hjgs Asp
[ 1 ps | 50 réplicas ] [1 ps | 50 réplicas ]

Asp-Hys7
[1 ps | 50 réplicas |

Asp-Hjgs
[ 1 ps | 50 réplicas ]

MD [CG] MD [AA-US] -
Martini Martini + EINeDyn Canal de agua Canal de Ca?*
[5us|1réplica] [Sus|1réplical [ 10 ns / muestra ] [ 10 ns / muestra ]
+ Canal 1 | H171yn H197yp |<*4>| H171ye_H197 ¢ |
MD [AA] [EC=>1IC]

| H171,e_H197yp |<——>| H171y_H197yp |

Estado 1 (inactivo) Estado 2 (activo) Canal 2
[ 100 ns | 1 réplica ] [100 ns | 1 réplica ] [IC—>EC] | H171n0 H197 e |¢——>| H171yn H197 ‘

Esquema 7.1. Diagrama de trabajo empleado para la caracterizacidon dindmica del complejo de y-secretasa.

VIl.1. Metodologia

VIl.1.1. Preparacion de los modelos

Se emplearon a los complejos de y-secretasa con claves PDB: 5FN2 y 5FN3 como modelos de referencia por
ser las estructuras de crio-EM con la mayor informacidn estructural y al encontrase el componente PS1 en el
estado 2 (activo, ddas, = 3.89 R) y el estado 1 (semiactivo o inactivo, ddasp = 5.06 R), respectivamente. El asa
intracelular que conecta a TM6 y TM7 del componente PS1 (aminoacidos 264 a 377) fue la Unica regién que no
logrod resolverse en estas estructuras, y cuya longitud difiere entre ambas por la presencia del fragmento de
aminoacidos 264 a 288 en 5FN2. Debido a la extensidn de la secuencia y a la poca informacidn estructural, no se
modeld esta asa en el presente trabajo. Se completaron las cadenas laterales faltantes en las estructuras con el
servidor web WHAT IF*>7. Finalmente, se empled el programa LAMBADA y el servidor web Orientation of Proteins

in Membranes (OPM)*® para orientar los modelos 5FN2 y 5FN3 respecto a la bicapa lipidica.
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CAPITULO VII

VII.1.2. Simulaciones de dindmica molecular atomisticas (AA)

Cada modelo se embebié en una membrana de 1-palmitoil-2-oleoilfosfatidilcolina (POPC) al ser la bicapa
lipidica donde y-secretasa presenta el 100 % de actividad segin Osenkowski y colaboradores®®. El sistema se
construyd con la herramienta membrane builder*>® del servidor web CHARMM-GUI*®°, Los complejos generados
se solvataron con moléculas de agua (modelo TIP3P), algunas de las cuales se reemplazaron de forma estocastica
poriones Na*y Cl para neutralizar la carga del sistema y alcanzar una concentracidn 0.15 M. El sistema derivado
de 5FN2 consistié en el complejo proteico, 320 lipidos de POPC, 46078 moléculas de agua, 143 iones Cl" y 148
iones Na*; mientras que el sistema derivado de 5FN3 lo conformd el complejo proteico, 326 lipidos de POPC,
46827 moléculas de agua, 145 iones CI" y 150 iones Na*. Se llevaron a cabo aproximadamente 5,000 pasos de
minimizacién de energia para cada sistema empleando el algoritmo steepest descent. Los sistemas optimizados
se sometieron a dos ensambles candnicos (NVT) y un ensamble isotérmico-isobdrico (NPT) durante periodos de
250 ps y paso de tiempo (At) de 0.001 ps, a los cuales siguieron tres ensambles NPT de 1,000 ps con At de 0.002

161 estableciendo en

ps. Para las simulaciones se fijé la temperatura a 310 K con el termostato de Nosé-Hoover
los ensambles NPT una presion de 1.0 bar y un acoplamiento semi-isotrdpico con el baréstato de Parinello-
Rahman?®2, En cada equilibrio se emplearon diferentes valores de constantes de fuerza en las restricciones
armonicas definidas para los iones, moléculas de agua, lipidos (cabezas y colas) y proteina (cadenas laterales y
cadena principal). Con los sistemas resultantes, se llevaron a cabo simulaciones de MD por un periodo de 1,000
ns (1 ps) con un tiempo de integracién de 0.002 ps. El cdlculo del potencial de Lennard-Jones se truncé entre los
0.9y 1.2 nm, mientras que las interacciones electrostaticas se calcularon entre los 0.0 y 1.2 nm, después de los
cuales se calcularon con el método de la particula en la malla de Ewald (PME). La lista de vecinos se actualizd
cada 20 pasos y se constrifieron los enlaces que involucraban hidrégenos no polares con el algoritmo de LINCS?3,
Ambas simulaciones se llevaron a cabo con el campo de fuerza CHARMM36%* en el programa GROMACS 5.0.6%>,

Para la obtencidén de la raiz de la desviacidn cuadratica media (RMSD), raiz de la fluctuacién cuadratica media
(RMSF), representacion del factor B calculado [factor Beaicuiado = (8/3)T(RMSFpsackbone)?], helicidad y curvatura de
las TMs, analisis de componentes principales (PCA) y contactos entre residuos se emplearon las herramientas de
anadlisis de GROMACS. El cdlculo de las contribuciones por residuo de las interacciones no polares entre

subunidades se realizé con el script g_mmpbsa.py'®®. Con las librerias de MdAnalysis®®’

implementadas en
Python se calcularon: las distancias entre dtomos o centros de masa/geometria (distances), el angulo de
inclinacion de las TMs en la membrana (helanal), puentes de hidrégeno (hbonds), mapas de densidad (density) y
posicion de particulas en el espacio (coordinates). El calculo del pK, (pH = 7) de los aminoacidos titulables se
realizé con el médulo PROPKA v3.1%8 del servidor web PDB2PQR™®°. Las cavidades y canales se analizaron con el
servidor web CHEXVIS*®y con el programa CAVER v3.0! (Fstomo_prueba = 0.08 nm). Los gréficos se generaron con

el programa Gnuplot v5.0"? y las figuras con los visualizadores PyMOL v0.9 y VMD v1.9.2'3 (médulo: Bendix'’4).

VII.1.3. Simulaciones de dindmica molecular de grano grueso (CG)
Se construyeron tres modelos de grano grueso (CG) de los posibles estados de protonacion de los asparticos
cataliticos para cada complejo de y-secretasa: un sistema desprotonado (Asp’) y dos con la monoprotoancién de

los asparticos (Asp-Hasy y Asp-Hsgs). Cada complejo proteico se embebié en una membrana de POPC con el
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médulo Martini Maker'”® del servidor web CHARMM-GUI, utilizando el campo de fuerza Martini v2.2%%° con el
modelo de moléculas de agua polarizables.?’® Se minimizé la energia de los sistemas para posteriormente ser
sometidos a cinco ensambles NPT de 1,000 ps con valores de At de 0.002, 0.005, 0.010, 0.015y 0.020 ps. Para las
simulaciones se fij6 una temperatura de 310 K con el termostato modificado de Berendsen (V-rescale)'’” y una
presién de 1.0 bar con un acoplamiento semi-isotrépico del bardstato de Berendsen'’®. Al igual que las
simulaciones atomisticas, se emplearon diferentes constantes de fuerza para las restricciones arménicas de los
compontes del sistema durante los equilibrios. Se simularon 50 réplicas de MD para cada uno de los sistemas de
los modelos 5FN2 y 5FN3 por un periodo de 1 us por réplica (total = 300 ps). Adicionalmente, se comparé la
estabilidad del sistema y el método de muestreo conformacional del modelo de Martini v2.2 convencional y uno

)1%, realizando dos simulaciones de 5 ps del sistema 5FN2.

modelo con redes eldsticas (EINeDyn

Se seleccionaron las conformaciones mas representativas del estado 1 (inactivo) y estado 2 (activo) en el
sistema monoprotonado Asp-Hsgs de 5FN2 realizando un agrupamiento (clustering) de conformaciones con
valores de RMSD menores a 0.20 nm de las 50 trayectorias. Los sistemas fueron traducidos de CG a AA con el

180

script bacward.py*° y simulados durante 100 ns de MD, siguiendo el protocolo descrito anteriormente.

Vil.1.4. Muestreo de sombrilla

Se calculd el tiempo de residencia y factor de ocupacién de las moléculas de agua en las simulaciones
atomisticas de 5FN2 y 5FN3 con la herramienta select de GROMACS vy la libreria density de MdAnalysis. De las
moléculas de agua que cruzaban a través del componente APH-1A de 5FN3, se describieron los canales de
transporte extracelular a intracelular (Canal 1, EC = IC) y viceversa (Canal 2, IC = EC) con la libreria coordinates
de MdAnalysis. Se empled la trayectoria de una molécula de agua por canal para establecer las coordenadas de
reaccion (€) en el eje Z de cada sistema. La definicion de este Ultimo se utilizd para extraer las configuraciones de
las moléculas de agua cada 0.15 nm, resultando en 35 configuraciones para el Canal 1y 20 para el Canal 2. Los
sistemas de cada configuracion se sometieron a simulaciones de Umbrella Sampling (US) por periodos de 10 ns
(total = 550 ns) aplicando una constante de fuerza de 500 kJ mol* nm™ a la particula de agua seleccionada. A
partir del método de analisis de histogramas ponderados (WHAM) realizado a los ultimos 8 ns de cada
configuracion se calculé el perfil del potencial de fuerza media (PMF) de las moléculas de agua.

En las simulaciones atomisticas también se calculd la posicion, distancias, angulos y angulos diedros de las
interacciones entre el ion Na* y los aminodcidos GIn83, His171, His197 de APH-1A e lle467 de PS1 con las
herramientas mindist y gangle de GROMACS. Se intercambié el ion Na* por un ion Ca®* para definir el £ en el eje
Z con base en la informacién del Canal 1, llevando a la neutralidad el sistema con el reemplazo estocastico de un
ion Na* por una molécula de agua o ion CI. Con el sistema generado se muestred la posicién del ion Ca?* a lo
largo del eje Z durante 500 ps de simulacién aplicando una constante de fuerza a la particula de 500 kJ mol* nm-
2 con una velocidad de 0.01 nm ps™’. De la trayectoria resultante se extrajeron configuraciones cada 0.15 nm, las
cuales se sometieron a simulaciones de 10 ns de US con una constante de fuerza de 500 k) mol™ nm™. Para este
estudio se generaron y simularon con US las coordenadas del transporte del ion Ca?* para las seis posibles
combinaciones de tautémeros (ND o NE) y protémeros (NP) de las histidinas 171y 197: (1) H171np_H197np, (2)
H171no _H197ne, (3) H171ne_H197np, (4) H171ne_H197ne, (5) H171np_H197no Y (6) H171np_H197p.
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VII.2. Resultados y Discusion

Se realizaron simulaciones de dinamica molecular (MD) multiescala, combinando modelos de todos los
atomos (AA) y de grano grueso (CG), para estudiar los diferentes estados conformacionales en las estructuras
5FN2 y 5FN3 del complejo de y-secretasa. Las estructuras iniciales presentan dos diferencias importantes: (1)
5FN3 carece del fragmento C-terminal de TM6 en PS1 (aminodcidos 264 a 288) presente en el modelo 5FN2 y (2)
5FN3 tiene una distancia mayor entre los residuos de aspartico cataliticos (5.06 A) comparado con 5FN2 (3.89
R). Los sistemas generados con los modelos AA fueron simulados por 1,000 ns (1 ps) con la finalidad de estabilizar

al complejo en la membrana de POPC y estudiar su comportamiento dindmico al equilibrio.
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Figura 7.1. (A) Grafico de la raiz de la desviacién cuadratica media (RMSD) de la cadena principal, (B) representacién
estructural del factor B calculado a partir de la fluctuacion cuadratica media (RMSF) de la cadena principal del modelo 5FN2,
y (C) contribuciones por residuo de la energia de interaccion no polar calculada entre subunidades.

En el grafico de RMSD de la Figura 7.1A se observa que ambos complejos de y-secretasa alcanzaron la

condicién de equilibrio después de los 600 ns de simulacién. Por su parte, el andlisis de fluctuacién de la cadena
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principal (factor Bcaiulado) reveld la alta movilidad del domino ECD de NCT vy la relativa baja movilidad de las TMs
(Figura 7.1B). Sin embargo, la exposicion a la bicapa lipidica y el bajo nimero de contactos proteina-proteina de
PEN-2, TM5-7 de APH-1A y PS1-TM2 propicié una alta movilidad de estas regiones en comparacién con el nucleo
de la estructura. Estos hallazgos son consistentes con reportes experimentales previos, en los que se ha descrito
la importancia de PEN-2 y APH-1A en la estabilizaciéon de PS1.”® Asimismo, estos resultados explican la alta
movilidad e inestabilidad observadas en las simulaciones realizadas por otros grupos de investigacién con el
componente PS1 aislado.’3132 Por otra parte, en los graficos de RMSD por subunidad de la Figura 7.2 se observa
gue los cambios conformacionales de cada componente son menores a los 0.45 nm. El RMSF de las cadenas
laterales calculado para los ultimos 400 ns de simulacién mostré que los residuos del dominio ECD de NCT son
los que presentan la mayor fluctuaciéon, debido a que estos se encuenetran en asas expuestas al medio acuoso.
Los componentes transmembranales muestran una baja movilidad de las cadenas laterales presentes en las TMs
con fluctuaciones moderadas en las asas que las conectan. En el caso de PS1, se obtuvieron valores altos de RMSF
en el asa HL1 (hydrophilic loop) que conecta a TM1 y TM2 en 5FN3, la cual se cree que estd involucrada en el
mecanismo de reconocimiento e internalizacidon del sustrato.’®'8! Ademas, se observa una alta movilidad de la
region C-terminal de TM6 y N-terminal de TM7 de PS1 debido a la ausencia estructural del asa intracelular.

El andlisis de la contribucidn de las interacciones no polares intersubunidad mostré que TM1, TM8 y TM9 de
PS1 se encuentran involucradas en la interaccidn con APH-1A, siendo la region C-terminal de TM9 la de mayor
contribucidn debido a su disposicidn en la estructura de este componente (Figura 7.1C). Por su parte, el asa
reentrante, TM3 y el fragmento C-terminal de PEN-2 estan involucrados en la interaccién con TM3, TM4 y TM5
de PS1. Ademas, los fragmentos C-terminales de PEN-2-TM3 y PS1-TM5 presentan contactos significativos con
el domino ECD de NCT, al igual que el asa que conecta TM4-TM5 en APH-1A. Al comparar estos resultados con
los mapas de contactos generados con el modelo inicial en la secciéon anterior (ver Figura 6.1.4B), podemos

constatar la alta conservacién de las interacciones entre subunidades durante la simulacidn.
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Figura 7.2. Graficos de RMSD de cadena principal y RMSF de cadena lateral por subunidad del complejo de y-secretasa.
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Los pequenos cambios a nivel estructural y en las interacciones intersubunidad demuestran que el
componente catalitico PS1 se mantuvo estable en el complejo a lo largo de las simulaciones de MD. Para
confirmar la conservacion de la estructura secundaria en las TMs de PS1, se calculd el porcentaje de helicidad
por residuo de los ultimos 700 ns de simulacién de cada sistema (Figura 7.3A). En estos se observa que las TMs
de PS1 mantuvieron un alto porcentaje de helicidad al compararse con las estructuras iniciales; sin embargo, la
region intermedia de TM4 presenta una reduccién en el valor esperado de helicidad. Esto Ultimo se debe a la
presencia del motivo GxxxG (ver capitulo anterior), cuya interaccidn con al asa reentrante de PEN-2 y el motivo
LLLLFFF de TM3 da lugar a un cambio en la curvatura de la TM que interrumpe el puente de hidrégeno de cadena
principal de TM4, resultando en la pérdida de su estructura helicoidal. Es importante sefialar que esto también
afecta a la hélice de TM3, pues el motivo LLLLFFF presenta una disminucidon significativa del porcentaje de
helicidad en el sistema de 5FN3.

Durante el analisis estructural de PS1, realizado en el capitulo anterior de este trabajo, se demostré que los
parametros de orden de (1) distancia entre los residuos de aspartico cataliticos TM6-Asp257 y TM7-Asp385
(ddasp) y (2) el dangulo de inclinacidn de las TMs respecto a la membrana (/rv) permiten describir el estado 1
(inactivo) y estado 2 (activo) de este componente. Estos parametros se emplearon como referencia en esta
seccidn para estudiar el cambio conformacional de PS1 a lo largo de las trayectorias de AA-MD de los sistemas
5FN2 y 5FN3. En los diagramas de distribucion de los valores de Irv de la Figura 7.3B se observa que la mayoria
de las TMs mantuvieron angulos de inclinacidn dentro del rango observado en las seis estructuras de crio-EM. La
excepcion a este comportamiento fue el caso de TM5, el cual presentd un Iy con distribucion similar en ambos
sistemas, por lo que su modificacidn podria asociarse al rearreglo dindmico de PS1 en la membrana. Como se
menciondé en el capitulo anterior, el valor de Ity de TM6 es uno de los pardmetros que permite relacionar
directamente el cambio conformacional con los estados de activacidn, encontrandose a la forma activa (estado
2, ddasp, < 5.0 A) con valores de /v menores 15° y mayores a este valor para la forma inactiva (estado 1, ddas, >
5.0 A). En este caso, la media de distribucién de TM6 en el sistema 5FN2 es de 21.0°, mientras gue 5FN3 muestra
una distribucién bimodal con modas de 12.1° y 20.4°, respectivamente. Esto ultimo sugiere que el componente
PS1 de 5FN2 se inactivd durante la simulacién, mientras que en 5FN3 visité ambos estados, manteniéndose la
mayor parte del tiempo en la forma activa. Ademas, el aumento observado en el dngulo de inclinacién de TM2
en 5FN2 confirma nuestra hipdtesis de que este cambio esta relacionado directamente con el aumento en el
angulo de inclinacion de TM6. Asimismo, la transicién del estado inactivo al activo en 5FN3 conllevé a la
disminucién del dngulo de inclinacién inicial de TM2 (Imm2 = 35.9°) hasta los 30.0°. Para estudiar la relacion entre
los estados de activacion definidos por ddasp y los cambios de Ity observados, se analizaron ambos parametros
en funcion del tiempo de simulacion para cada sistema (Figura 7.3C). En los graficos se observa que 5FN3 inicia
con un valor de ddas, cercano a los 0.9 nm y un Itvs entre 20-25° (E1), pero conforme avanza la simulacién la
distancia disminuye hasta los 6.0 A con un angulo de inclinacién menor a los 10° (E2). Por otro lado, la simulacién
de 5FN2 sufre el comportamiento contrario, dando lugar a un aumento en los valores de ddas, € Itwe desde los
primeros 100 ns hasta el final de la simulacién (E2 = E1). Estos resultados confirman la relacion existente entre
los parametros de orden empleados y su utilidad para describir el cambio conformacional de PS1 entre los dos

estados de activacion.
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Figura 7.3. (A) Porcentaje de helicidad de las TMs de PS1 en los ultimos 700 ns de las simulaciones de los sistemas derivados
de 5FN2 y 5FN3, comparados con los valores de las estructuras de crio-EM (negro). El esquema de la derecha muestra la
interaccidn del motivo GxxxG en TM4 con TM3 y PEN-2. (B) Graficos de distribucién del angulo de inclinacion de las TMs
(Itv) de PS1 en la membrana durante las simulaciones de MD de 5FN2 (gris) y 5FN3 (color), y comparacion con el rango de
valores provenientes de las estructuras de crio-EM (negro). (C) Distancia entre los asparticos (ddasp) y dngulo de inclinacidn
de TM6 (/rms) en funcidn del tiempo de simulacién. Los cambios conformacionales de las estructuras se denotan con base
en el estado 1 (E1) y estado 2 (E2) de PS1. (D) Frecuencia de formacién de puentes de hidrégeno de los residuos de aspartico
cataliticos con los residuos cercanos y (E) de la interaccidn de los asparticos por puenteo con moléculas de agua. El valor del
factor de ocupacion (Ocup.) de las interacciones se muestra al final de cada diagrama. Las estructuras de la derecha
representan las interacciones en el tiempo final de la simulacion.
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Para dar una explicacion a los cambios conformacionales observados en los sistemas 5FN2 y 5FN3, se analizd
la interaccion por puente de hidrégeno de los residuos de aspdrtico cataliticos con los aminodcidos y moléculas
de agua cercanas. En la Figura 7.3D-E se presentan los diagramas de frecuencia de formacién de puentes de
hidrégeno por parte de los residuos de aspartico cataliticos con los residuos cercanos y su interaccién por
puenteo con moléculas de agua. En el sistema de 5FN2 se observa que el Asp257 interacciona durante el 62.6 %
de la simulacién con el residuo de Lys265 presente en el fragmento C-terminal de TM6, lo que lleva al
distanciamiento de los asparticos cataliticos y la consecuente pérdida de puenteo por moléculas de agua. Por
otro lado, la ausencia del fragmento C-terminal de TM6 en 5FN3 permitié que ambos aspdrticos se aproximaran
via la interaccion con el amino N-terminal de Gly378, promoviendo asi la formacidn de puentes mediados por
moléculas de agua (D257-HOH-D385) durante el 66.5 % del tiempo de simulacién.

Es importante recordar que PS1 requiere de la coordinacidon de una molécula de agua via la interaccidn con
los asparticos cataliticos para ejercer su actividad proteolitica. Por esta razoén, se analizé la distribucidn de las
moléculas de agua cercanas a los componentes transmembranales del sistema 5FN3 con la representacion del
factor de ocupacion con mapas de densidad (Figura 7.4A). Este mapa esta coloreado en un gradiente de azul a
rojo en el que se describen, respectivamente, las zonas con menor y mayor tiempo de ocupacién por moléculas
de agua. Como se observo en el analisis anterior, el sitio activo presenté una alta densidad de probabilidad de
encontrar moléculas de agua en las cercanias de los asparticos cataliticos. El distanciamiento entre los asparticos
en la simulacién con el modelo 5FN2 propicié un aumento en el tamafio de la cavidad y el nimero de moléculas
de agua que ingresaban al interior de esta (ver Figura 7.5A). Por otro lado, la simulacidn de 5FN3 mostrd una
reduccion del numero de moléculas de agua en la cavidad durante el transcurso de la simulacién, lo cual se
relacioné con el cambio en la inclinacién de TM6 y la distancia entre los asparticos cataliticos ocurridos durante
la transicion de E1 a E2. En la Figura 7.5B se muestra la caracterizacion del sitio activo del sistema 5FN3, en el

cual se observa que la cavidad presentd un diametro de entre 0.1 y 1.2 nm durante la simulacidn.

Cavidad de agua [APH-1A]

Sitio activo [PS1]

Figura 7.4. (A) Mapa de densidad en el que se representan las regiones de mayor (rojo) a menor (azul) probabilidad de
ocupacién por moléculas de agua en la simulaciéon atomistica del sistema 5FN3. (B) Sitios principales de ocupacion de
moléculas de agua en las regiones transmembranales.
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Figura 7.5. (A) NUmero de moléculas de agua presentes en la cavidad del sitio activo del componente PS1 durante los 1,000
ns de simulacion atomistica con los modelos 5FN2 y 5FN3. (B) Caracterizacion de las dimensiones del sitio activo durante
los 1,000 ns de la simulacidon atomistica del modelo 5FN3. El histograma representa el valor promedio del radio obtenido
durante el analisis, asi como el valor minimo y maximo del radio durante el tiempo simulado. El radio del atomo de prueba
fue de 0.09 nm. Los graficos se encuentran coloreados en un rango de menor (azul) a mayor (rojo) distancia del &tomo de
prueba con respecto a los asparticos cataliticos. La estructura tridimensional a la derecha del grafico muestra la posicion y
disposicidn espacial de las particulas empleadas para describir a la cavidad.

A pesar de que el sitio activo es la region de las que mds se sabe existe influjo de moléculas de agua para
llevar a cabo la catdlisis, la mayor densidad de probabilidad de moléculas de agua se observé en el componente
APH-1A, en donde se observa la formacién de un semicanal que cruza por la parte media de su estructura (Figura
7.4B). Esto ultimo explicaria la razén por la cual existe un gran nimero de residuos polares en la regiéon
transmembranal de APH-1A (ver capitulo anterior). Ambos hallazgos sugieren que el componente APH-1A podria
presentar una funcion adicional a la estabilizaciéon y maduracion del complejo de y-secretasa.

Con base en la informacidn obtenida de las simulaciones atomisticas de 5FN2 y 5FN3, se lograron identificar
tres comportamientos dindmicos importantes a estudiar para la correcta caracterizacidon del complejo de y-
secretasa: (1) estados conformacionales de PS1, (2) movilidad del ECD de NCT y (3) formacién de la cavidad de
agua en APH-1A.
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VIl.2.1. Estados conformacionales de PS1

Aligual que otras aspartil proteasas, se cree que el mecanismo catalitico de PS1 involucra la formacion inicial
de un puente de hidrégeno intramolecular entre un aspartico en su forma desprotonada (Asp’) y otro en su forma
protonada (Asp-H).””"7° Esta interaccidn es esencial para la coordinacién de la molécula de agua catalitica en el
sitio y para que se lleve a cabo el paso de transferencia protdnica durante la reaccidn enzimatica.'®? La formacion
de este puente de hidrégeno requiere que los residuos de aspartico cataliticos se encuentren a una distancia
menor de 5.0 A (estado 2 o activo), por lo que el aumento en este valor reduce significativamente la probabilidad
de que se lleve a cabo la protedlisis (estado 1 o inactivo). El calculo de los valores de pK, de los residuos de
aspartico cataliticos sugiere que el Asp385 (pK, = 9.91) tiene mayor probabilidad de encontrarse en el estado
monoprotonado, mientras que el Asp257 (pK, = 5.12) se encontraria en su forma desprotonada. Sin embargo, la
transferencia de protdn entre ambos residuos y los cambios conformacionales del sistema podrian conferir un
equilibrio en el estado de protonacién de ambos asparticos.

Con base en la idea anterior, se llevaron a cabo simulaciones de MD con resolucién de grano grueso (CG) de
la forma desprotonada (Asp’) y los estados monoprotonados (Asp-Hazs7 y Asp-Hsss) de los modelos 5FN2 y 5FN3
del complejo de y-secretasa en una membrana de POPC. De cada uno de los seis sistemas se generaron 50
réplicas, las cuales se evaluaron durante un periodo de simulacion de 1 ys cada una (ver Figuras A3.1 a A3.3 del
Apéndice Ill). Para |la representaciéon de los estados de protonacion en los modelos de CG se empled una particula

(bead) del tipo Qa/D (carga negativa) para el carboxilato y P3 (polar neutra) para el cido carboxilico.
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Figura 7.6. Diagramas de distribucion de las 50 trayectorias de simulacion de CG proyectado respecto a la distancia entre
los aspdrticos (ddasp) y el angulo de inclinacién (/rv) de TM6 y TM7 en los sistemas con asparticos cataliticos desprotonados
y monoprotonados derivados de los modelos 5FN2 y 5FN3. En estos se indican las zonas de distribucion y de probabilidad
(contorno) del estado 1 (E1) y estado 2 (E2), y los datos experimentales de las estructuras de crio-EM (tridngulos). La figura
de la derecha ejemplifica la representacién de las particulas empleadas para emular el estado de protonacion.
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La Figura 7.6 muestra el analisis de distribucion conformacional de PS1 basado en los pardmetros de orden
ddasp € It de las 50 trayectorias de los seis sistemas. En esta figura se observa que los estados monoprotonados
de los asparticos aumentan la probabilidad de formacién del estado activo (E2), mientras que las formas
desprotonadas se presentan Unicamente en el estado inactivo (E1). Estos resultados concuerdan con informacion
experimental previa relacionada al mecanismo de activacion de las proteasas.®! Ademads, la transicién entre los
estados conformacionales se presentd en varias ocasiones a lo largo de las trayectorias de simulacién,
demostrando que los sistemas pueden visitar ambos estados de forma periddica (ver Figura A3.4 del Apéndice
Ill). Es importante sefialar que la diferencia observada entre los valores de ddas, experimentales y los de CG se
deben principalmente a la resolucién de los modelos, pues la distancia minima para una interaccién
electrostatica favorable entre particulas es de 5.0 A.183 Asimismo, la desviacién en los valores del parametro Iry
se asocia a las restricciones en la curvatura y torsiones de las hélices utilizadas en los modelos de CG (ver Figuras
A3.5 e A3.6 del Apéndice Ill). Sin embargo, las torsiones de las TMs en los modelos de CG son consistentes con

los observados en las simulaciones atomisticas (ver Figura A3.7 del Apéndice Ill).
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Figura 7.7. (A) RMSD y (B) RMSF de las simulaciones de 5 ms con los modelos de Martini y EINeDyn derivados del sistema
desprotonado de 5FN2. (C) Diagrama de distribucion de los pardmetros ddasp € Itv en la simulacién con el modelo de
EINeDyn. (D) Distancias entre los centros de geometria de diferentes secciones de las TMs y de los dominios C-terminal (CTF)
y N-terminal (NTF) del componente PS1 de los ultimos 1000 ns de las simulaciones.
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Ademas de las correcciones a las interacciones y a la curvatura de las hélices, se sabe que la simplificacion en
los modelos de CG puede afectar la estabilidad en las simulaciones. Es por lo anterior que se suelen emplear
redes eldsticas que permitan mantener la integridad de las proteinas durante la simulacién.”® Para este trabajo,
se comparo la estabilidad de nuestro modelo de Martini con un modelo de Martini con redes elasticas (EINeDyn)
mediante dos simulaciones de 5 ps del estado desprotonado del sistema 5FN2 (Figura 7.7). Como era de
suponerse, el analisis del RMSD y RMSF de las simulaciones muestran que el modelo de EINeDyn presenta
fluctuaciones conformacionales en comparacién con el modelo de Martini. Sin embargo, las restricciones en el
modelo de EINeDyn no permitié muesterar la transicion del estado inicial E2 de 5FN2 al estado inactivo, siendo
ademas que ambos asparticos se encontraban en su forma desprotonada. Los cambios conformacionales en el
modelo de Martini (sin red eldstica) no alteraron la integridad de la estructura. Esto Ultimo se debe a que la
membrana de POPC cumple la funcién de las redes elasticas al restringir la movilidad del complejo.

Con el fin de obtener una descripcién atomistica de los estados conformacionales de PS1, se transformaron
a representaciones de AA los conférmeros mads representativas del estado 1 y el estado 2 provenientes de las
simulaciones de CG del sistema monoprotonado Asp-Hsss de 5FN2. Los dos sistemas se evaluaron durante 100
ns de MD, en los cuales se analizaron los cambios conformacionales del componente PS1 y la coordinacién de
moléculas de agua (Figura 7.8). En la simulacién del sistema con la conformacion inicial E2 se observé una
fluctuacién en los valores de ddas, (0.40 nm < ddas, < 0.75 nm), lo que resultoé en la formacion de un estado activo
Yy uno semiactivo. Este equilibrio activo/semiactivo en E2 se asocia a la flexibilidad de las cadenas laterales de los
asparticos cataliticos, razén por la cual no se observan cambios en los valores de /rv. La formacion del estado
activo permitié la coordinaciéon de moléculas de agua por parte de los asparticos cataliticos durante el 43.9 % de
los ultimos 50 ns de simulacidn. Por otra parte, el conférmero E1 no formd puentes de hidrégeno con moléculas

de agua y mantuvo el estado inactivo durante toda la simulacién, al igual que en los modelos de CG.
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Figura 7.8. (A) Superposicion de las estructuras atomisticas de 5FN2 en el estado 1 (inactivo) y estado 2 (activo) extraidas a
partir de las simulaciones de CG del sistema monoprotonado Asp-Hsss. (B) Diagramas de distribucidn de las simulaciones
atomisticas de 100 ns de los sistemas en los estados E1 y E2. (C) Puentes de hidrégeno formados entre una molécula de
agua y los dos residuos de aspartico cataliticos durante los ultimos 50 ns de simulaciéon de ambos estados.
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Vil.2.2. Movimiento del dominio extracelular de NCT

Estudios experimentales en los que se empled microscopia electrénica para estudiar la variabilidad
conformacional de la enzima y-secretasa demostraron que los cambios estructurales en el complejo se debian
principalmente a la movilidad del dominio ECD de NCT.'¥*18> Este movimiento del dominio de NCT se observé
durante el analisis de las fluctuaciones de cadena principal y por residuo de las simulaciones atomisticas. Para su
caracterizacién en las simulaciones de CG, se identificaron los movimientos colectivos mas significativos de los
seis sistemas mediante un andlisis de componentes principales (PCA). Este Ultimo demostrd que los dos primeros
movimientos, los cuales involucraban la mayor parte del movimiento del complejo (23.0 %), se debian a
fluctuaciones en el I6bulo mayor de ECD de NCT. El analisis conformacional proyectado en los dos eigenvectores
de los componentes principales (PC) revelaron que el primero de ellos estaba relacionado con un movimiento de
“arriba/abajo”, mientras que el segundo correspondia a una “rotaciéon” de izquierda a derecha. Estos
movimientos también fueron observados en la simulacion con el modelo EINeDyn (Figura A3.8 del Apéndice Ill).
En la Figura 7.9 se muestran estos dos movimientos con ayuda de una representacién de puercoespin.

Con base en estos dos movimientos, es posible describir las fluctuaciones estructurales del complejo
mediante dos parametros de orden (Figura 7.9C). El primer movimiento se puede caracterizar al medir la
distancia entre el centro geométrico de PS1 y el centro geométrico del I6bulo mayor de NCT (ddes.ncr). Por otro
lado, el movimiento rotacional se describe con un dngulo diedro (dihncr) entre los aminodcidos (1) C-terminal y
(2) N-terminal de la TM de NCT con (3) el centro de masa del I6bulo mayor y (4) los residuos Arg583 a Asp588
(localizados en la parte distal del I6bulo mayor). El andlisis de distribucion de estos dos parametros muestra una
dependencia directa entre ambos, pues la rotacidn hacia la derecha (dihncr > 0) permite que el I6bulo mayor se

desplace hacia arriba, mientras que la rotacién hacia la izquierda (dihncr < 0) lo desplaza hacia abajo.
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Figura 7.9. Representacion de puercoespin del (A) movimiento de “arriba/bajo” y (B) la rotacién del I6bulo mayor del ECD
de NCT obtenidos del PCA. (C) Distribucidon poblacional basada en los parametros de orden que describen ambos
movimientos (ddps-ncr y dihncr).
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Los resultados obtenidos de este estudio podrian explicar el mecanismo de unién del sustrato propuesto por

Yu y colaboradores'#’

, pues el primer movimiento podria estar involucrado en el reconocimiento inicial y el
segundo en el traslado al sitio activo. En ese estudio experimental se propuso que ambos mecanismos estaban
guiados por la interaccién del aminoacido Glu333 del I6bulo mayor con el amino N-terminal del sustrato. Como
se menciond en el capitulo anterior de este trabajo, para que esta interaccidén ocurra es necesario que el asa en
forma de “tapa” del I6bulo menor exponga el sitio de unién donde se encuentra Glu333.%8 Sin embargo, no se
observé ninguna relacion entre el giro del I6bulo mayor y la distancia de la “tapa” al centro geométrico de Glu333
(ver Figura A3.9 del Apéndice Ill). Este resultado podria explicar un trabajo previo realizado por el grupo de Bart
de Strooper, en el que se demuestra que Glu333 es importante sélo para la maduracién del complejo pero no
para su actividad proteolitica.#®

El movimiento de “arriba/abajo” fue caracterizado inicialmente en estudios de microscopia electrdnica
realizados por el grupo de Chavez-Gutiérrez.'® En ese trabajo, los autores describieron tres conformaciones del
complejo de y-secretasa dependientes de la posicién del ECD de NCT, las cuales son: compacta, intermedia y
extendida. De manera comparativa, analizamos la distancia maxima (Dmax) €n el eje Z de los complejos 5FN2 y
5FN3 en las diferentes simulaciones de CG (Figura 7.10A), con las cuales nos fue posible identificar estas tres
conformaciones. Al igual que en el trabajo de Chdvez-Gutiérrez, encontramos una mayor distribucién poblacional
en la conformacién intermedia (10.1 nm < Dpmax < 11.3 nm) en comparacion con la compacta (Dmax < 10.1 nm) y
la extendida (Dmax > 11.3 nm). La transicion entre estados conformacionales involucra interacciones distintivas
entre el ECD de NCT y la regidn transmembranal (Figura 7.10B). En la forma extendida, el I6bulo mayor de NCT
no interactua con ninguna otra subunidad, al igual que en la estructura inicial de 5FN2, mientras que en la forma
intermedia se forman contactos de este l6bulo con HL1 de PS1. La forma compacta es la que presenta mayor
numero contactos del I6bulo mayor, interactuando con el asa que conecta TM2-TM3 en APH-1Ay con PS1-HL1.

Los resultados son consistentes con el estudio experimental de Chavez-Gutiérrez.
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Figura 7.10. (A) Distribucion y representacion de las conformaciones compacta (C), intermedia (1) y extendida (E) extraidas
de las simulaciones de CG de 5FN2 y 5FN3. (B) Analisis de contactos de las estructuras representativas de cada estado.
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VII.2.3. Formacion de la cavidad de agua en APH-1A

El mapa de densidad de probabilidad de encontrar moléculas de agua, generado a partir de la simulaciéon
atomistica de 5FN3, permitié identificar un cimulo de agua en la cavidad central del componente APH-1A (ver
Figura 7.4). En la Figura 7.11 se muestra un fragmento de este mapa de densidad y los diagramas de distribucién
del tiempo de ocupacion de las moléculas de agua en ambas simulaciones de AA. En el mapa de densidad se
puede apreciar que la regidn superior de la cavidad (Z > 0.0 nm) tiene una mayor ocupacién por moléculas de
agua en comparacion con la region inferior (Z < 0.0 nm), tal y como se describe en los diagramas de distribucion.
Ademads, en estos diagramas se observa que el ingreso de agua a la regién inferior ocurre hasta después de los
100 ns, mientras que la regidn superior se observa desde el inicio de las simulaciones. Este comportamiento se
puede observar en ambas trayectorias, pero con mayor ocupacién en el modelo de 5FN3. El mapa de densidad
de este sistema muestra dos regiones de baja densidad de agua en los poros que conectan con el espacio
extracelular (EC), sugiriendo que el ingreso de moléculas de agua esta regulado por la hélice C-terminal de PS1-
TMOI. Por su parte, el andlisis del factor de ocupacion del componente APH-1A confirma la participacion de los
residuos hidrofilicos de TM3 en la retencién de moléculas de agua en esta cavidad (ver Figura A3.10 del Apéndice
Ill). Estos resultados sugieren que, a pesar de las diferencias topoldgicas, los GPCRs y APH-1A comparten la
formacion de una cavidad central en su estructura ocupada por moléculas de agua.'® Hasta donde sabemos,
esta es la primera vez que se describe la formacion de este cimulo de agua en el complejo de y-secretasa,

estudios anteriores se han enfocado en la caracterizacion de la cavidad del sitio activo de PS1.'%”
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Figura 7.11. (A) Representacién de un fragmento del mapa de densidad (izquierda) y los graficos de distribucion del factor
de ocupacion de moléculas de agua en APH-1A para cada una de las simulaciones atomisticas de los sistemas 5FN2 y 5FN3.
(B) Factor de ocupacion de la interaccidon de moléculas de agua por residuo del componente APH-1A de ambas simulaciones
atomisticas (5FN2 y 5FN3) de y-secretasa.
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El andlisis de estos resultados derivé en el planteamiento de dos preguntas clave para comprender la funcién
de este depdsito de agua: (1) éExiste alguna relacidn entre el estado de activaciéon de PS1 y la presencia de
moléculas de agua en APH-1A? y (2) éLas moléculas de agua cruzan a través del componente APH-1A dandole
funcién de canal de agua? El primer cuestionamiento surge de la observacion de que la simulacién de 5FN3, que
muestrea la mayor parte del tiempo de simulacidn el estado 2 o estado activo de PS1, presenta una alta
ocupacion de moléculas de agua en esta cavidad. Por el contrario, en la simulacion de 5FN2 se observo la
presencia mayoritaria del estado 1 (inactivo) y un reducido nimero de moléculas de agua en la cavidad. Algo
similar ocurrio en las trayectorias de CG de 5FN2 (ver Figura A3.11 del Apéndice Ill), donde se observa una mayor
presencia de particulas de agua en las trayectorias del estado monoprotonado del Asp385 (conformaciones
activas e inactivas de PS1) que en las del estado desprotonado (conformaciones inactivas). Sin embargo, en las
simulaciones de CG del sistema 5FN3 ambos estados de protonacidn presentaron una baja incidencia de
moléculas de agua en APH-1A, descartando su relacién con el estado conformacional de PS1 y sugiriendo que la
activacion de PS1 vy la presencia de moléculas de agua en la cavidad de APH-1A son procesos independientes.

Se sabe que el flujo continuo de moléculas de agua hacia la cavidad central de los GPCRs permite el transporte
ocasional de moléculas de agua de un compartimento celular a otro.'®# Lo mismo ocurre en las simulaciones
atomisticas del complejo de y-secretasa, donde se detectaron un total de 16 cruces de moléculas de agua a través
del componente APH-1A del sistema 5FN2 y 39 cruces en el de 5FN3 (ver Figura A3.12 del Apéndice Ill). El tiempo
de transporte de estas moléculas varid entre los 15 y 500 ns en ambas simulaciones, observdandose un mayor
tiempo de residencia de agua en la regién media inferior (-1.0 < Z < 0.0). Asimismo, el analisis de las trayectorias
de estas moléculas demostrd que el transporte podia llevarse a cabo en ambos sentidos, es decir, de la regién
extracelular a la intracelular (EC = IC) o de la intracelular a la extracelular (IC = EC). En la Figura 7.12A se
ejemplifican ambas rutas de transporte empleando dos moléculas de agua que cruzaron durante la simulacién
atomistica del sistema 5FN3. Lo primero que se observa en este ejemplo es que la trayectoria de ambos sentidos
difiere en los sitios de contacto de la cavidad inferior, lo cual contribuye a la explicacidn de la baja densidad de
agua asignada a esa region. En el camino EC = IC (Canal 1), el agua ingresa por el espacio entre TM9-CT de PS1
y TM4 de APH-1A para de ahi dirigirse a la cavidad superior, (0.0 < Z < 1.0) entre TM3, TM5 y TM6, la cual guia a
la regidn intracelular de TM4-TM5 de APH-1A para ser liberadas al medio intracelular. Por otro lado, en la ruta
de transporte IC = EC (Canal 2) las moléculas de agua ingresan por una pequefia cavidad entre NCT-TM1 y APH-
1A (TM1, TM4, TM5 y TM7) para posteriormente trasladarse hacia TM4 y TM5 y salir por el espacio entre TM9-
CT de PS1y TM4 de APH-1A. La diferencia en los tiempos de residencia (tz) entre el Canal 1 (tg = 20 ns) y el Canal
2 (tr = 9 ns) se debe a que en el primer canal las moléculas de agua son retenidas (tz = 11 ns) en una pequeia
cavidad hidrofilica (-1.0 < Z < 0.0; Asn83 tms, Glu84mws, Arg87tms, His171mus e His1971ve), evitando su cruce hacia
el espacio IC. Este comportamiento se observé en todas las moléculas de agua que cruzaron por APH-1A en
ambas simulaciones. La caracterizacion de dichos canales mostré que la cavidad superior es la que presenta el
mayor radio de apertura (r = 0.24 + 0.51 nm), formando el poro de salida hacia el espacio EC durante el 69.2 %
de la simulacion. Por su parte, los poros hacia el espacio IC del Canal 1y Canal 2 se presentaron, respectivamente,
durante el 5.2 y 3.5 % del tiempo (ver Figuras A3.13 y A.14 del Apéndice Ill). Esta informacién podria explicar los

poros observados en los mapas de crio-EM en la parte superior e inferior del complejo de y-secretasa.'*
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Figura 7.12. Caracterizacion del transporte ocasional de moléculas de agua por el componente APH-1A. (A) Posicion en
funcidn del tiempo de las moléculas de agua de la simulacidn atomistica de 5FN3 para representar el transporte entre el
espacio extracelular (EC) y el intracelular (IC). Las estructuras 3D muestran un gradiente de la posicion inicial (azul) y final
(rojo) de las moléculas de agua en el Canal 1 y Canal 2, asi como las TMs involucradas en el transporte y formacion de
cavidades. (B) Perfiles del potencial de fuerza media (PMF) en la coordenada de reaccidn (€) de las configuraciones extraidas
de la simulacién atomistica de 5FN3 para la descripcion de los sitios de contacto (S1-6) en ambos canales.

Con el fin de tener una descripcidn mdas detallada de la trayectoria y la dinamica de moléculas de agua que
cruzan por APH-1A, se realizaron simulaciones atomisticas de “muestreo de sombrilla” (Umbrella Sampling, US)
utilizando los ejemplos anteriores para la seleccion de configuraciones de la coordenada de reaccion (€) en el eje
Z (Figura 7.12B). De estas simulaciones se analizaron los histogramas del muestro para confirmar la superposicién
entre las ventanas de muestreo y asi poder obtener un buen muestreo con una funcién de energia continua (ver
Figura A3.15 del Apéndice Ill). Los perfiles del potencial de fuerza media (PMF) resultantes de estas simulaciones
muestran que las moléculas de agua cruzan libremente por ambos canales y sefialan varios sitios de interaccion
agua-proteina claves para su transporte (S1-S6). El ligero aumento en el valor del PMF observado entre los sitios
S3a y S4a del Canal 1 (PMF = 2.38 kcal/mol) sugiere que las moléculas de agua pierden interacciones con la
cavidad superior (S3a) para ser transferida a la cavidad hidrofilica (S4a) debido a la presencia de dos histidinas
(His171 e His197) localizadas entre ambos sitios, similar al comportamiento observado en otros

transportadores.'®! Esto ultimo explica a su vez la regién de menor densidad localizada entre las dos regiones de
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la simulaciéon de 5FN3. En la pequefia cavidad hidrofilica se encuentra ademas la Arg87 que, similar a lo
observado en otros estudios de canales de agua, puede favorecer el traslado de moléculas de agua de un
compartimiento a otro.'®? A diferencia del Canal 1, el Canal 2 tiene una cavidad hidrofébica (53b) en su regién
intermedia flanqueada por sitios hidrofilicos (S1b, S2b y S4b). En este canal, las moléculas de agua ingresan a la
cavidad inferior y son retenidas en los sitios S1by S2b, como se observa en el perfil de PMF (¢ < 1.25 nm) y en el
mapa de densidad poblacional (ver Figura 7.11, Z < -1.2 nm). Sin embargo, el transporte de estas moléculas por
el sitio S3b hacia la cavidad superior (S5b y S6b) conlleva a un aumento en la energia (PMF = 5.0 kcal/mol) debido
a las interacciones repulsivas con residuos hidrofébicos. Estos resultados confirman que las moléculas de agua
pueden ser transportadas de forma ocasional por ambos canales, con mayor probabilidad de situarse en la
cavidad superior de APH-1A durante su traslado.

La formacién de poros de agua en la regién EC e IC de APH-1A abrié el cuestionamiento de si estos podrian
permitir el influjo de iones hacia el interior del componente. Al igual que para las moléculas de agua, se analizd
la posicion de los iones cloruro (Cl) y sodio (Na*) en el eje Z durante la simulacion atomistica de 5FN3. En este,
se encontrd que un ion Na* ingresé por el espacio EC hacia el interior de APH-1A después de los primeros 89 ns

de simulacién (Figura 7.13A), permaneciendo en la cavidad superior durante todo el tiempo restante.
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Figura 7.13. Caracterizacion del influjo del ion sodio (Na*) al interior de APH-1A. (A) Posicion en el eje Z del ion Na* que
ingreso a la cavidad en funcion del tiempo de la simulacién atomistica de 5FN3. (B) Representacion de la cavidad superior y
de los aminodcidos involucrados en la interaccidn con el ion. (C) Nimero de contactos entre el ion Na* y los residuos de
His171, His197 y GIn83, asi como de la coordinacion con estos tres (HHQ), en APH-1A y el carboxilo terminal de lle467
(1467ct) de PS1. (D) Distancias, angulos, angulos diedros y angulo diedro impropio de la coordinacién del Na* con HHQ.
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La residencia del ion Na* en la cavidad superior de APH-1A se asocio a su interaccion con los residuos His171,
His197 y GIn83 de APH-1A (Figura 7.13B-C) durante el 19.6 y 29.8 % del tiempo de simulacién en el que se
encontré este ion en la cavidad superior de APH-1A (t = 92.5 a 1000 ns). De este tiempo, el 12.6 % (tz = 114.3 ns)
logré coordinarse simultaneamente con los tres residuos (HHQ). El ion Na* presentd una geometria de
coordinacion tipo octaédrica con HHQ y tres moléculas de agua aledafas que se intercambiaban durante la
simulacidn. La Ser129 facilita la coordinacién de la molécula de agua cercana a H171, al fijar el angulo diedro de
los d&tomos CA-CB-OH-HG1 (dihsi29) entre los -60 y -90° (ver Figura A3.16 del Apéndice /). La coordinacion del ion
presentd una baja fluctuacién entre las distancias y angulos de interaccién con los nitrogenos épsilon (NE) de las
histidinas y el oxigeno épsilon (OE1) de la glutamina. En la Figura 7.13A se observa el periodo de estabilizacion
del ion Na* en el eje Z durante los intervalos de tiempo en los que ocurrié la coordinacién. Asimismo, el ion Na*
se coordiné con el grupo carboxilato del aminodacido C-terminal Ile467 (1467cr) de PS1 durante el 20.7 % del tiempo
(tr = 187.9 ns), ocurriendo de forma independiente a la interaccidn con los residuos His171, His197 y GIn83. El
49.5 % restante del tiempo el ion se mantuvo solvatado por moléculas de agua, interactuando de forma ocasional
con otros residuos de la cavidad.

Resulta interesante el hecho de que en la simulacién atomistica de 5FN2 también ocurre el influjo de un ion
Na* a la cavidad superior de APH-1A (ver Figura A3.17 del Apéndice Ill). Sin embargo, en esta simulacion, el ion
interactué menos del 5.6 % del tiempo con los residuos His171, H197 y Q83, coordinandose con esta triada HHQ
en una sola ocasién. En cambio, tuvo una mayor interaccién con la Tyr466 (77.5 %) y la 1467¢r (89.2 %), con los
cuales también logrd coordinarse de manera conjunta durante el 53.7 % del tiempo de simulacién. Las diferencias
observadas en las interacciones del ion Na* entre las simulaciones de 5FN2 y 5FN3 se debieron principalmente a
que el reducido numero de moléculas de agua en la cavidad superior del sistema 5FN2 evitd que el ion ingresara
hasta la region de HHQ. Para tener una mejor comprension de las diferencias estructurales de ambos sistemas
simulados, se analizé el angulo de inclinacidn (lapr1a-7m) ¥ 1a curvatura de las hélices TMs de APH-1A (ver Figuras
A3.18 a A3.20 del Apéndice Ill), donde se encontrd que las hélices TMs de APH-1A presentan angulos de
inclinacion muy similares en ambas simulaciones, siendo la media de distribucién de TM5 la que mas difiere (/sene-
apH1a-Tvs = 35.4° Y Isens- apria-Tms = 29.8°). Asimismo, la curvatura de las hélices en las dos simulaciones es muy
similar, encontrandose Unicamente un ligero aumento en la curvatura de la TM3 de APH-1A en ambas
simulaciones al compararse con las estructuras de crio-EM. El dato mas interesante de curvatura corresponde al
de TM4 del sistema de 5FN3, pues presenta un aumento considerable (8.7°) comparado con las estructuras de
crio-EM, en cambio en 5FN2 conserva un valor similar durante la simulacién. Puesto que TM4 de APH-1A se
encuentra préximo a la regién C-terminal de TM9 (TM9¢r) de PS1, el cambio en la curvatura del primero podria
modificar la posicién de TM9cr, alterando la formacidn de los poros hacia el espacio EC. El dngulo de inclinacién
de TM9¢r (Irme-cr) €s menor en la simulacidon de 5FN3 (/rmse-cr = 62.9°) comparado con 5FN2 (/rye.cr = 72.9°), una
posicion mas perpendicular de TM9cr con respecto al componente APH-1A reduce el volumen de la cavidad (ver
Figura A3.21 del Apéndice Ill). Sin embargo, si continda la disminucidn del angulo de TM9¢r se bloquea el influjo
de moléculas de agua hacia el interior de la cavidad, tal como ocurre con el cambio de inclinaciéon (/rus.cr < 60.0°)

en los ultimos 300 ns de la simulacién de 5FN3 (ver Figura 7.11).
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Figura 7.14. Caracterizacién del transporte de iones calcio (Ca?*) a través del componente APH-1A. (A) Representacién de
los tautomeros (NE y ND) y del estado protonado (NP) de los residuos de His171 e His197 en los seis sistemas empleados
para el estudio de Umbrella sampling. (B) Perfil del potencial de fuerza media (PMF) en la coordenada de reaccidn () de las
diferentes configuraciones del ion Ca%* en el sistema 5FN3. (C) Acercamiento a la regién de menor energia del perfil de PMF
mostrado en (B). (D) Representacion de la posicién de Arg87, His171 e His197 en la cavidad de APH-1A. Estos residuos se
encuentran subrayados en el recuadro de identificacion de los diferentes sitios de unidn.

Varios estudios experimentales han propuesto que algunas mutantes de PS1, en su forma independiente del
complejo de y-secretasa, permiten el flujo de iones calcio (Ca%) del reticulo endopldsmico a la regién
citoplasmatica.'®*1% Este transporte de iones Ca?* al espacio IC induce la activacion desregulada de cinasas,
fosfatasas y proteasas que alteran la plasticidad de la neurona.*! La funcién de PS1 como canal de Ca?* continua
siendo controversial, un estudio realizado por el grupo de investigaciéon de Foskett no logré encontrar evidencia
suficiente que confirmara dicho mecanismo.?° Con base en los resultados de este trabajo, se planted la hipdtesis

de que el componente APH-1A podria ser el encargado de reconocer iones Ca%* de la regién EC, como lo hizo con
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el ibn Na* y transportarlos a la region IC a través del Canal 1. Partiendo de esta hipdtesis, se generaron una serie
de configuraciones del ion Ca®" a través del Canal 1 tomando como referencia la ruta de transporte de las
moléculas de agua y el mecanismo de ingreso del ion Na* a la cavidad superior. Estudios anteriores de MD de
canales idnicos han demostrado que la isomeria de las histidinas es clave para el transporte de aniones y
cationes?®2%1 en nuestro caso, los residuos de His171 e His197 afectaron el flujo de moléculas de agua a la
cavidad hidrofilica e impidieron el transporte del ion Na*. Con ese argumento, se evaluaron los tautémeros y
protdmeros mas probables del anillo de imidazol acorde a la orientacion de estos residuos. Dicha consideracién
resultd en seis sistemas de 5FN3 con diferentes tautémeros/protémeros (Figura 7.14), en los que se varié la
posicion del hidrogeno en el nitrégeno delta (ND) y épsilon (NE) de su estado neutro y de su forma protonada
(NP). Posteriormente, se generaron entre 21 y 33 configuraciones del ion Ca?* a lo largo del canal para describir
la coordenada de reaccién en los seis sistemas (ver Figura A3.22 del Apéndice Ill), evaluandose cada sistema con
el método de US por un periodo de 10 ns de simulacidn atomistica (total = 1,670 ns). En el perfil de PMF de la
Figura 7.14B se observa que el ion Ca?" se une fuertemente a los residuos de los sitios S1 y S2, mostrando un
mejor perfil de interacciéon en los sistemas no protonados con preferencia por el tautémero ND de His171
(His171np) (ver Figura 7.14B). Sin embargo, los sistemas presentaron un incremento significativo de energia
durante el transporte de Ca?* del sitio 52 a 3, la cual continda aumentando hasta el final de la coordenada de
reaccion. Este resultado sugiere que, independientemente de la isomeria de las histidinas, el ion Ca?* no pueda
ser transportado a través de APH-1A debido a la presencia del residuo Arg87 (carga formal positiva) en la parte
media del canal (ver Figura 7.14C) repele la interaccidn con el ion. Esto ultimo explica también la razén por la
cual el ion Na* permanecié en la cavidad superior durante las simulaciones y no logrd cruzar a la region
intracelular, como lo hicieron las moléculas de agua. El aminoacido Arg87 también esta presente en la isoforma
APH-1B y no existen reportes acerca de mutaciones en este sitio, por lo que su alta conservacién reduce la
probabilidad de que el transporte ocurra en alguna variante del sistema.2%2

Con los resultados de este estudio se puede concluir que el componente APH-1A tiene la capacidad de
almacenar moléculas de agua en su cavidad superior y cavidad hidrofilica, transportando de forma ocasional
algunas de estas moléculas al interior o exterior de la célula. Ademas, APH-1A permite el influjo de cationes Na*
y Ca’* a la cavidad superior, siendo retenidos por sus interacciones con residuos hidrofilicos. Finalmente, se

rechaza la posibilidad de que APH-1A forme un canal para el transporte de iones Ca?* hacia el interior de la célula.
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VIII. Sitio de reconocimiento del sustrato en el complejo de y-secretasa

Para la identificacion del sitio de unién inicial del sustrato C99 (SBS) al complejo de y-secretasa, se llevaron a
cabo estudios de acoplamiento molecular proteina-proteina y simulaciones de dinamica molecular de grano
grueso (CG) con conformaciones extraidas de simulaciones atomisticas (AA) de los modelos 5FN2 y 5FN3.
Adicionalmente, se realizé6 un estudio comparativo, usando las mismas metodologias, de la interaccién de la

enzima con el sustrato Notch-1. En el Esquema 8.1 se muestra el algoritmo general de trabajo seguido.

Sistema MD [AA*] Seleccion de conformaciones
PDB: 5FN2 ¢
1 1 répli
s ¢ [Tps | 1réplical] Estructuras representativas Estructura al tiempo final
-Secretasa
Agrupamiento > RMSD tiempo =1 ps
PDB- 5EN3 [ Agrup ] [ p Hs ]
[1ps | 1réplica] l l
Acoplamiento molecular MD [CG]
NCT Complejo ‘ Complejo
[ Dominio extracelular ] [ Region Transmebranal ] l
| Péptido-Proteina ‘ | Proteina-Proteina | y-Secretasa + 6 sustratos
T T [ Martini | 5 us | 20 réplicas ]
Region N-terminal Helice T
Sustrato MD [AA] g ) Transmembranal ‘ Sustrato
c99 PDB: 2LLM T T | T
[100ns | 1 réplica ] Nl i
Estructura al tiempo final
[ iempo =100 ns |
Notch-1 PDB: 5KZO
[100ns | 1 réplica ]

Esquema 8.1. Diagrama de trabajo empleado para la identificacion del sitio de unidn inicial de los sustratos C99 y Notch-1

al complejo de y-secretasa. (*) Simulaciones atomisticas generadas en el capitulo anterior.

VIIl.1. Metodologia

VIII.1.1. Preparacion de los modelos

(a) Complejo de y-secretasa. Se seleccionaron las estructuras mas representativas del (1) ECD de NCTy (2) de
la region transmembranal del complejo de y-secretasa (PS1, APH-1A, PEN-2 y NCT-TM1) mediante un analisis de
agrupamiento (clustering) conformacional basado en el RMSD de los ultimos 500 ns de las simulaciones
atomisticas de 5FN2 y 5FN3. Para la formacidn de los grupos (clusters), se empled el método de seleccidon gromos
con un valor de 0.15 nm de RMSD como limite entre conformaciones. Se extrajeron las estructuras mas
representativas de cada uno de los grupos generados con base en la media de distribucién de los valores de
RMSD. De estas estas estructuras, se seleccionaron a aquellas con mayor poblaciéon conformacional en el grupo
y cuyo conjunto representaban mas del 90 % de las conformaciones muestreadas durante los ultimos 500 ns de
cada simulacion. Por otro lado, se extrajo la estructura al tiempo final de la simulacién de 5FN2 para su

conversion a un modelo de CG.
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(b) Sustratos. Se descargaron del PDB las estructuras determinadas por resonancia magnética nuclear (RMN)
de los péptidos transmembranales C99 (PDB: 2LLM?*, Modelo 2) y Notch-1 (PDB: 5KZ0?%, Modelo 1). A la
estructura de C99 se le completd la regidon N-terminal (aa. 1 a 14) con el programa MODELLER v9.162% y el
segmento C-terminal (aa. 56 a 99) con el modelo publicado por Straub y colaboradores?®. Debido a la extensidn
de la secuencia y a la poca informacién estructural, no se modelé la regién C-terminal de Notch-1 (aa. 1772 a
2555), empleandose asi Unicamente la informacién estructural depositada en el PDB (aa. 1721-1771). Cada
sustrato se orientd respecto a una membrana de POPC para su posterior preparacidon con la herramienta
membrane builder del servidor web CHARMM-GUI. Los sistemas fueron evaluados durante 100 ns (310 Ky 1.0
bar) de simulacion de MD atomistica con el campo de fuerza CHARMM36 en el programa GROMACS 5.1.4,
empleando la misma metodologia de preparacidn, produccidn y pardmetros descritos en el capitulo anterior de
este trabajo. A diferencia de las simulaciones anteriores, se usaron tiempos de 25 y 100 ps, respectivamente,

para los dos médulos de ensambles NVT y NPT.

VIIl.1.2. Acoplamiento molecular

Se realizé el acoplamiento molecular péptido-proteina en las estructuras mds representativas del ECD de NCT
(NCT-ECD) empleando el servidor web ClusPro PeptiDock?®” con los primeros diez aminoacidos de la regién N-
terminal de C99 (C991.10) y Notch-1 (Notch-11721.1730). Con el servidor web ClusPro v2.02%® se llevaron a cabo
acoplamientos moleculars de las estructuras al tiempo final de las TMs de C99 (C991s.s5s y C992s.55) Y Notch-1
(C991721-1762 Y C991733-1762) €N las conformaciones mas representativas de la region transmembranal del complejo
de y-secretasa (GS-TM). Para ambos acoplamientos se solicité una busqueda exhaustiva en la superficie de los
receptores, identificando a los mejores acoplamientos con base en su modo de unién y en las las interacciones
electrostdticas y de van der Waals (vdW). Se emplearon las herramientas mindist y select de GROMACS para la

identificacion y caracterizacion de los sitios de unién mas probables.

VIII.1.3. Simulaciones de dindmica molecular de grano grueso enzima-sustrato

Se generaron dos sistemas del complejo de y-secretasa rodeado por seis péptidos sustrato (GS+Cgs Y
GS+Notch-1) empleando las estructuras al tiempo final de las simulaciones atomisticas de 5FN2, C99 (C991.99) Yy
Notch-1 (Notch-11721-1771). Los péptidos se colocaron a una distancia de 4.5 nm respecto al complejo con ayuda
de la herramienta insert-molecules de la paqueteria de GROMACS, en la cual se definié la caja de insercion en la
region transmembranal y la libre rotacién del sustrato en el eje Z. Cada sistema se transformd a una

representacion de CG y se embebid en una membrana de POPC con el programa insane*®®

, utilizando el campo
de fuerza Martini v2.2. Se empleé la misma metodologia y pardmetros descritos en el capitulo anterior para la
preparacion, equilibrio y produccién de ambos sistemas. Se simularon 20 réplicas de cada uno de los sistemas
durante un periodo de tiempo de 5 ps por réplica (total = 200 ps). Del conjunto de ambas trayectorias, se analizd
la posicidn de los péptidos en funcidn del tiempo, el tiempo de residencia de los péptidos en el complejo y el
factor de ocupacidn de los contactos por residuo utilizando herramientas de GROMACS (mindist y select) y

MdAnalysis (distances y density).
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VIII.2. Resultados y Discusion

Como se menciond en el Capitulo Il de este trabajo, estudios experimentales han propuesto dos posibles
sitios de union de sustratos (SBS) en el complejo de y-secretasa. El primer sitio (SBS1) se encuentra conformado
por TM2, TM6 y TM9 de PS1 y APH-1A, mientras que el segundo sitio (SBS2) se localiza entre PS1-NTF, PEN-2 y
el ECD de NCT.”®74 Durante la caracterizacién del mecanismo de unién a SBS2, se encontrd que los primeros diez
aminoacidos de la regién N-terminal de C99 (C99-NT o C991.10) constituyen el primer sitio de contacto del sustrato
con el ECD de NCT (NCT-ECD) (ver Figura A4.1 del Apéndice 1V). Esta interaccion ocurre de forma simultanea ala
unién de los residuos que conforman la hélice yuxtamembranal del sustrato (C99-HY o C991s.,7) con exositios del
componente PEN-2. Los contactos permiten que C99 sea desplazado por el NTF de PS1 hasta SBS1 via
interacciones de su dominio transmembranal (C99-TM o C99.s.55) para finalmente ser translocado al sitio activo.”

Para este trabajo, se caracterizaron los posibles sitios de unidn de la region C99-NT (C99:.10) en el NCT-ECD
mediante estudios de acoplamiento molecular péptido-proteina (Figura 8.1). Asimismo, se realizaron
acoplamientos proteina-proteina del dominio C99-HY/TM (C99:s.55) y C99-TM (C99,5.55) para la identificacion de
los sitios en los componentes transmembranales de y-secretasa (GS-TM). Estos estudios fueron seguidos por
simulaciones de CG para la caracterizacion dinamica del mecanismo de reconocimiento del péptido completo
(C99;.99) por parte del complejo de y-secretasa. Los resultados generados se compararon con la informacion
experimental y con los datos de acoplamiento del sustrato Notch-1, esto con la finalidad de identificar sitios

claves para la inhibicion selectiva de €99.%1°

v-Secretasa Cco8 Notch-1
Vista superior de GS-TM 1 10 20 30 1721 1728 1738
- DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGA VQSETVEPPPPAQLH
31 40 50 60 1736 1743 1750
| 1 1 1
I GLMVGGVV IATVIVITLVMLKKKQYTS | FMYVAAAAFVLLFFV
A &1 70 80 30 1751 1758 1765
I 1 1 1
8 HHGVVEVDAAVTPEERHLSKMQQNGYENPT GCGVLLSRKRRRQHG
L 91 39 1766 1771
| 1
e YK FFEQMQN QLWEPE
AA AA
[
z 110 E 17211730
1527
4
= 17331762 %
= E 2855 F bﬁ
3 $
|
5 o0 b 1763771

Figura 8.1. Representacion tridimensional del complejo de y-secretasa y de los sustratos C99 y Notch-1, coloreados con base
en los componentes y regiones estructurales caracteristicas. En el complejo de y-secretasa se identifica el ectodominio de
NCT (NCT-ECD) y la regién transmembranal (GS-TM), mientras que para los sustratos se muestran los segmentos N-terminal
(NT) y C-terminal (CT), y las hélices yuxtamembranal (HY) y transmembranal (TM).
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VIII.2.1. Reconocimiento de la region N-terminal de C99 y Notch-1 por NCT-ECD

Para este estudio, se extrajeron 20 conformaciones representativas del NCT-ECD a partir del analisis de
agrupamiento de las simulaciones atomisticas de los sistemas 5FN2 y 5FN3. Estas conformaciones fueron
sometidas a acoplamientos moleculares con las regiones NT de los sustratos C99 y Notch-1 empleando el
programa ClusPro PeptiDock®”, de los que se obtuvieron aproximadamente 4,000 complejos por sistema (total
= 16,000 complejos). El uso de motivos de los fragmentos de las secuencias facilité la identificacion de los
potenciales sitios de interaccion en el NCT-ECD. La Figura 8.2 muestra los graficos de probabilidad de interaccién
de los segmentos NT con NCT-ECD vy los respectivos sitios de unidn caracterizados a partir de los complejos
resultantes. En general, se observa que la regién NT de los sustratos tiene una alta preferencia por el I6bulo
menor de NCT (aa 34 a 251 y 648 a 665) y por regiones cercanas a la membrana del I6bulo mayor (aa 252 a 300
y 550 a 647). El resultado es congruente con el contexto estructural, dado que el tamafo del segmento NT
anclado a la regién TM sdlo permitiria interactuar con las regiones préximas a la membrana. Entre los sitios
identificados, la region NT mostrd en su mayoria una preferencia por el sitio NCT-BS2, el cual concuerda con los
datos experimentales reportados por Fukumori y Steiner’ al encontrase préximo al sitio SBS2 de las TMs (ver
Figura A4.1 del Apéndice 1V). Ademds de este sitio, en el sistema 5FN3 se presentaron varios complejos en donde
el NT interactud de forma preferente con NCT-BS4, el cual se encuentra entre ambos SBSs. Este Ultimo permitiria
explicar la posible interaccion de los sustratos en ambos sitios o representar una posible via de transporte desde
SBS2 hasta SBS1. Por otra parte, se caracterizé el primer sitio de reconocimiento propuesto (NCT-BS1). Sin
embargo, el residuo Glu333, el cual se creia que estaba involucrado en la interaccién con NT, presentd pocos
contactos con los sustratos (0.006 < P < 0.024). Finalmente, el sitio NCT-BS3 mostrd una alta preferencia de

interaccion por Notch-1, cuya cercania con NCT-BS2 se podria relacionar a la unién en SBS2.
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Figura 8.2. Sitios de interaccion de las regiones NT de los sustratos (A) C99 y (B) Notch-1 en el domino extracelular de NCT.

Los sitios de interaccion se encuentran coloreados con base en la representacidon del inciso (C).
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VIII.2.2. Interaccidn de la region transmembranal de C99 y Notch-1 con GS-TM

El analisis de agrupamiento realizado a la regidén transmembranal de y-secretasa (GS-TM) de las simulaciones
atomisticas de 5FN2 y 5FN3 arrojo 5 conformaciones de cada sistema que representaban mds del 95 % de los
Gltimos 500 ns del tiempo simulado. Por parte de los sustratos, se tomd la estructura al tiempo final de las
simulaciones atomisticas de 100 ns realizadas a C99 y Notch-1 para llevar a cabo los acoplamientos proteina-
proteina con las conformaciones de GS-TM (ver Figuras A4.2 y A4.3 del Apéndice IV). Para los acoplamientos se
emplearon los segmentos TM y HY/TM de C99, y NT/TM TM de Notch-1 como estructuras iniciales. Del resultado
de los acoplamientos se conservaron Unicamente a aquellos complejos en los que las TMs de los sustratos
presentaron un angulo de inclinacion respecto al eje z menor o igual a 35° y una posicién de £ 1.0 nm respecto a
la posicion original en la membrana. Estos parametros se establecieron con base en los datos extraidos del
estudio de la caracterizacién dinamica de los sustratos. Las consideraciones anteriores resultaron en la obtenciéon
de diferentes nimeros de complejos para cada segmento de los sustratos: C99-TM (143), C99-HY/TM (184),
Notch-1-NT/TM (210), Notch-1-TM (99).

El andlisis de probabilidad de formacion de complejos y sitios de interaccidn de los segmentos de los sustratos
con las TMs de sistemas 5FN2 y 5FN3 se muestran en la Figura 8.3. Estos resultados de acoplamiento muestran
una alta preferencia de todos los segmentos por la formacidon de complejos con el sitio TMs-BS1 (SBS1). En el
caso de Notch-1, se observd la formacion de un gran nimero de complejos que interactuaron con el sitio TMs-
BS5, cuya cercania con NCT-BS3 corrobora la preferencia de Notch-1 por esta regién de y-secretasa. Por su parte,
el sitio con mayor probabilidad de interaccidn para el sustrato C99 fue TMs-BS1, el cual se encuentra préximo al
sitio NCT-BS4. Resulta interesante notar que la presencia de la hélice yuxtamembranal en C99 (C99-HY/TM o
C9915.55) favorece un ligero aumento en la probabilidad de ocupacidn (0.074 < P < 0.198) del sustrato en el sitio
TMs-BS2 (SBS2), en comparacion con los segmentos de Notch-1 (P <0.024) y C99 sin HY (P <0.015). Este resultado
coincide con los datos experimentales de Fukumori y Steiner, en los que observaron que los aminodcidos que
componen a HY (aa 15-27) interactian de forma inicial con PEN-2 y PS1 (ver Figura A4.1 del Apéndice 1V). Por
tanto, la presencia de la regidon HY podria comprometer la unién del sustrato al sitio SBS2 de y-secretasa.

Los resultados obtenidos a partir de los estudios de acoplamiento proteina-proteina son consistentes con los
datos generados del acoplamiento de NT con NCD-ECD. De ambos estudios es posible concluir que C99 tiene una
alta probabilidad de unirse al sitio SBS1 (TMs-BS1) mediante la interaccidn inicial de su regién NT con NCT-BS4.
Sin embargo, la presencia de HY en C99 permite que el sustrato pueda tener una interaccién inicial con el sitio
SBS2 (TMs-BS2), la cual se veria favorecida por su interaccion con el sitio NCT-BS2 por parte del segmento NT.
Por otro lado, el sustrato Notch-1 tiene mayor probabilidad de reconocer de forma inicial a los sitos NCT-BS1 o
NCT-BS3 por parte de su regién NT, facilitando el acoplamiento de su hélice transmembranal con el sitio TMs-
BS5 de y-secretasa. Ambos sustratos podrian ser transportados con ayuda de NCT-BS4 al sitio SBS1, el cual tiene
un acoplamiento preferencial en ambos sistemas puesto que se encuentra proximo a cualquiera de los dos
posibles sitios de ingreso al sitio activo (SE1y SE2, ver Figura 2.4 de la seccién de Antecedentes).

Los estudios de acoplamiento ofrecieron un panorama general de los sitios mas probables de interaccién de
los diferentes segmentos de los sustratos con y-secretasa; sin embargo, la caracterizacién dinamica de los

sistemas completos podria proveer datos adicionales al mecanismo de reconocimiento.
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Figura 8.3. Sitios de interaccidn de las regiones transmembranales de los sustratos (A) C99 y (B) Notch-1 en los dominios TM
de y-secretasa en los sistemas 5FN2 y 5FN3. Los sitios de interaccion se encuentran coloreados con base en la representacién

del inciso (C).

VIII.2.3. Caracterizacion dindmica de la union de C99 y Notch-1 a y-secretasa

Para esta seccidn se realizaron 20 réplicas de dindmica molecular de grano grueso de 5 us cada una con el
sistema 5FN2 de y-secretasa en presencia de 6 unidades de un sustrato colocadas a una distancia minima 4.5 nm
respecto a ellas y al complejo enzimatico. En esta ocasidn se emplearon las estructuras completas de ambos
sistemas extraidas de las conformaciones al tiempo final de las simulaciones atomisticas de 1,000 ns y 100 ns de
y-secretasa y el sustrato, respectivamente. En la Figura 8.3 se muestran los graficos de fraccidon de contactos de
los sustratos C99 y Notch-1 con las cuatro diferentes subunidades del complejo enzimatico. Con el fin de
simplificar el analisis de los datos, se evalud el promedio de la fraccidon de contactos de los ultimos 3 ps de

simulacidon de las 20 réplicas en las tres principales regiones estructurales de los sustratos.
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Figura 8.4. Fraccién de contactos promedio calculado a partir de las 20 réplicas de simulacién de CG de los sistemas de y-
secretasa con las 6 unidades de los sustratos (A) C99 y (B) Notch-1. Los graficos muestran los sitios de interaccion de cada
una de las regiones de los sustratos, cuya fraccion de contactos se representa de forma esquematica en las estructuras

inferiores usando rango de colores que indican los sitios de mayor (rojo) a menor (azul) nimero de contactos.
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Con base en el analisis de la fraccion de contactos en los diferentes sistemas fue posible observar que los
segmentos estructurales de ambos sustratos compartian un patrén de interaccién muy similar en las diferentes
subunidades del complejo de y-secretasa (ver Figura A4.4 del Apéndice V). Las diferencias presentes en el
numero de contactos de laregidn CT se relacionan directamente con el tamafo del segmento en ambos péptidos,
siendo mayor en C99 por un total de 35 aminoacidos. Como se menciond anteriormente, la interaccién del NT
con el NCT-ECD es un paso esencial para el reconocimiento inicial del sustrato por el complejo enzimdtico. Los
resultados de las simulaciones muestran que el NT se acopla tanto al I6bulo menor como al I6bulo mayor del
NCT-ECD en ambos sistemas, involucrando principalmente a los sitios de unién descritos anteriormente como
NCT-BS2, NCT-BS3 y NCT-BS7. El gran nimero de contactos con los sitios NCT-BS2 y NCT-BS3 es consistente con
los resultados de los acoplamientos péptido-proteina obtenidos en la seccién anterior. Por su parte, la
interaccion con NCT-BS7 resulta del cambio conformacional del complejo hacia la forma compacta (ver capitulo
anterior), donde la interaccidn del ECD con las tres subunidades transmembranales y las cabezas de los lipidos

135 observé un

permite aproximar este dominio hacia el segmento NT del sustrato. El grupo de Dal Parero
comportamiento similar en sus simulaciones de MD-CG, donde el uso de una membrana mixta favorecio la forma
compacta del complejo y, por tanto, la interaccién del NT de C99 con NCT-BS7. Su estudio también permitio
identificar un segundo sitio probable de interaccidn, el cual corresponderia al también identificado sitio NCT-
BS3. Ademads de la composicién de la membrana, ese estudio difiere del reportado en este trabajo al haber
realizado sélo una réplica de simulacion y al emplear Unicamente el segmento HY/TM de C99 (C99:s.s5); sin
embargo, se utilizé el mismo nimero de sustratos y tiempo de simulacidon. De nuestras simulaciones, resulté
interesante identificar una alta tasa de contactos del segmento NT con la region CT de PEN-2, la cual se encuentra
proxima a NCT-BS2 y constituye una parte esencial del sitio de reconocimiento SBS2.

Por su parte, la regiéon TM de ambos sustratos mostré una alta preferencia de interaccién por TM3 de PEN-
2, ocupando el sitio TMs-BS2 y una regidn cercana entre este y TMs-BS3. Estos resultados difieren de la baja
probabilidad de interaccidn observada en los estudios de acoplamiento molecular para estos sitios; sin embargo,
los nuevos datos concuerdan con la descripcion experimental del sitio SBS2 reportado por Fukumori y Steiner’
(ver Figura A4.1 del Apéndice IV). El analisis de las simulaciones también muestra a un segundo grupo mads
frecuente de contactos, en el cual se presenta a la unidn de la TMs de los sustratos con TM2, TM6 y TM9 de PS1
y TM2-TM3 de APH-1A. Este patrén de interaccién constituye las regiones del complejo de y-secretasa que
conforman a TMs-BS1 (SBS1), el cual se definié como el sitio mas probable de unién de C99 durante el
acoplamiento molecular. La alta probabilidad de unién a este sitio es congruente con los datos experimentales
reportados por el grupo de Tomita e Iwatsubo.”® De forma similar, el estudio de MD-CG realizado por Han y
colaboradores mostré que al simular Unicamente las TMs de estos sustratos se favorece en gran medida la
interaccion por este sitio en especifico. Sin embargo, la ausencia de la regiéon NT/HY de C99 y NCT-ECD de y-
secretasa en ese estudio pudieron haber dado lugar a artefactos de interaccién durante las simulaciones.
Finalmente, un tercer y Ultimo grupo de contactos involucrd la interaccién de los sustratos con el sitio TMs-BS5
(TM1 de NCT y TM6-TM7 de APH-1A) en nuestras simulaciones, relacionandose este sitio con la interaccién inicial
del fragmento NT con NCT-BS3. Resulta interesante notar que las regiones con alto nimero de contactos

concuerdan con los sitios de unién mas probables observados durante acoplamientos moleculares.
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Es importante mencionar que en varias de las simulaciones de CG se observé la asociacidn de oligdmeros de
C99 al complejo de y-secretasa (ver Figura A4.5 del Apéndice 1V). La formacion de estos multimeros podria alterar
la afinidad del sustrato por el sitio inicial de la proteina, lo que resulta ser un artefacto de la simulacién asociado
a la concentracién del péptido en la membrana. Sin embargo, se sabe que el sustrato C99 tiene una alta
predisposicién a la formacidon de homodimeros, lo cual también fue observado durante estas simulaciones y
podria explicar la preferencia por la generacién de estos multimeros previo o durante su reconocimiento por el
complejo de y-secretasa.?!

Los resultados en conjunto sugieren que el segmento NT de C99 tiene una mayor probabilidad de unirse al
sitio NCT-BS2 del ECD, lo que promueve la interaccion de HY/TM con TMs-BS2 (SBS2) del complejo de y-secretasa.
Por otro lado, el fragmento NT de Notch-1 tiene mds probabilidad de acoplarse al sitio NCT-BS3, facilitando la
unién de su region TM con el sitio TMs-BS1 (SBS1). Ambos sitios de unién identificados para los sustratos
concuerdan con los descritos en estudios experimentales previos.”>’* Ademds, la presencia de la hélice
yuxtamembranal de C99 mostré ser una regién estructural clave para el reconocimiento y unidn al sitio TMs-BS2.
Estos resultados permitirian explicar a su vez el posible mecanismo de accidn de los moduladores ST1120 y
NGP555, los cuales se sabe experimentalmente se unen a un sitio cercano a TMs-BS2 (Figura 8.5).98212 Este sitio
alostérico de los GSMs (GSMbs) comprende las regiones HL1, TM3 y TM4 de PS1 y TM3 de PEN-2, cuya
interaccion se ha relacionado con la diminucidn en la generacién del péptido AB42 sin mostrar alteraciones en
la protedlisis de Notch-1. Por tanto, la unién de los compuestos a este sitio contiguo a TMs-BS2 bloquearia
directamente el reconocimiento inicial de C99, mientras que Notch-1 podria seguir siendo reconocido debido a

gue tiene mayor probabilidad de ser reconocido por el sitio TMs-BS1 del complejo de y-secretasa.
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N |
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Figura 8.5. (A) Estructura quimica de los moduladores de y-secretasa (GSM) ST1120y NGP555 y sus valores de concentracion
inhibitoria 50 (ICso) de la formacién del péptido AB42.98212 (B) Representacidn del posible sitio de unién de los moduladores
(GSMbs, purpura) y sitios de reconocimiento del sustrato TMs-BS1 (SBS1, verde), TMs-BS2 (SBS2, azul) en el complejo

enzimatico de y-secretasa.
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IX. Efecto de la composicion de la membrana en la actividad de y-secretasa

Se sabe que la naturaleza y composicion de los lipidos en una bicapa lipidica son factores clave que afectan
a la estructura y actividad de las proteinas de membrana.?**?!* Esto también ocurre en el complejo de y-
secretasa, en el que se ha observado que al modificar el ambiente lipidico de la enzima se altera directamente la
actividad proteolitica del componente PS1. El grupo de investigacion de Selkoe® reporté que y-secretasa
presenta el 100 % de actividad en membranas compuestas Unicamente por lipidos con cabeza PC, mientras que
otras membranas homogéneas reducen su actividad de manera significativa o en su totalidad. Ademas, se ha
demostrado que membranas de PC con alta concentracién de CHOL y balsas lipidicas aumentan la actividad de
la enzima.?®®

Para realizar una descripcién detallada del efecto de la composicién de la membrana en el ensamble
conformacional y dinamismo del complejo de y-secretasa, se evalud (1) el perfil de presién lateral de la
membrana, (2) la transicién entre los estados activo/inactivo del componente PS1 y (3) el comportamiento
general de los lipidos que rodean a la enzima. El perfil de presién lateral (PL) permite estudiar las alteraciones en
la activacidn y asociacion de proteinas debido a variaciones en la presién relacionado a las interacciones entre
las cabezas de los lipidos, la regidn interfacial o las cadenas alifaticas.?!® Por tanto, las alteraciones en la presién
lateral de la membrana podrian interferir en la transicién entre el estado 1 (inactivo) y estado 2 (activo) del
componente PS1. Para estudiar esto ultimo, se emplearon los pardmetros de orden de distancia entre los
residuos de aspdrtico cataliticos (ddasp) € inclinaciéon de TM6 respecto a la membrana (/rws), los cuales fueron
descritos en el capitulo VI. Finalmente, se caracterizaron las interacciones proteina-lipido para describir el
comportamiento general de los lipidos que rodearon a y-secretasa durante las simulaciones.??’

En esta seccidn se llevaron a cabo simulaciones de MD multiescala, combinando modelos de grano grueso
(CG) y de todos los atomos (AA), para describir alteraciones en ensamble conformacional del complejo de y-
secretasa en diferentes composiciones de bicapas lipidicas. Para esto, se construyeron un total de 12
membranas, en las cuales se evalud el efecto de (1) la carga en la cabeza del lipido, (2) el grosor de la bicapa, (3)
la concentracién de colesterol y (4) la presencia de mezclas heterogéneas de lipidos similares a las balsas lipidicas.

En el Esquema 9.1 se detalla el algoritmo de trabajo empleado para esta parte del estudio.

IX.1. Metodologia

IX.1.1. Simulaciones de dindmica molecular de grano grueso (CG)

Los modelos de CG del estado desprotonado (Asp’) y monoprotonado (Asp-Hsss) de Asp385 del sistema 5FN2
de y-secretasa fueron embebidos en las diferentes membranas lipidicas usando el médulo Martini Maker del
servidor web CHARMM-GUI y el campo de fuerza Martini v2.2. Se empled la misma metodologia que la descrita
en el capitulo VIl de este trabajo para la preparacion, equilibrio y produccion de los sistemas. En los equilibrios y
la produccién, se fij6 la temperatura a 315 K con el termostato modificado de Berendsen (V-rescale),
manteniendo la presidén a 1.0 bar con el acoplamiento semi-isotrépico del bardstato de Berendsen. Los sistemas
se neutralizaron mediante el reemplazo de moléculas de agua con iones Na* y Cl" llevando a una concentracién

0.15 M, con excepcidn del sistema con lipidos POPA. Se evaluaron 20 réplicas para cada uno de los sistemas en
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los diferentes estados de protonacidn durante un tiempo de simulacién de 1.5 ps por réplica (60 ps/sistema) con
el programa GROMACS 5.0.6. Las simulaciones de MD se analizaron con herramientas de GROMACS (mindist,
select, g_lomepro*8, hbond, mdmat), librerias de MdAnalysis para Python (distances, helanal, density, leaflet,
visualization.streamlines) y los programas FATSLIM?*® y GridMAT-MD?%, Para el calculo de la presion lateral se
realizaron simulaciones de 1.5 ps de cada sistema con la versién modificada GROMACS_LP 4.5%21222 calculando
la presién local en los ejes XY de los ultimos 500 ns de cada simulacién (10,000 frames). Las figuras se generaron
con el visualizador PyMOL v0.9 y los gréficos con los programas Gnuplot v5.0 y Matplotlib v2.22%3,

IX.1.2. Simulaciones de dindmica molecular atomisticas (AA)

Se construyeron cinco sistemas atomisticos del modelo de 5FN2 con las composiciones de membrana de
POPC, POPE, POPA, POPC(60):CHOL(40) y la balsa lipidica Raft 1. Esta seleccidon se realizdé con base en los
resultados experimentales reportados por Osenkowski y colaboradores®, los cuales demostraron que el
complejo de y-secretasa se inactiva en presencia de membranas homogéneas de POPE y POPA, registrando un
aumento de su actividad en bicapas lipidicas con colesterol y mezclas de lipidos. Los sistemas fueron minimizados
energéticamente y equilibrados usando las condiciones y pardmetros descritos en el capitulo VIl de este trabajo.
Los equilibrios fueron seguidos por 200 ns de produccidon almacenando la informacién cada 2 ps de tiempo. Al
igual que en las simulaciones de CG, se fijo una temperatura de 315 K para los cinco sistemas usando el algoritmo
del termostato de Nosé-Hoover. Todas las simulaciones fueron realizadas con el campo de fuerza CHARMM36

implementado en el programa GROMACS 5.0.6.

Sistema — Carga de la cabeza del lipido Sistemas homogéneos
D Nombre
Y-Secretasa POPC POPE POPA POPC 1-Palmitoil-2-oleil-fosfatidilcolina
[PDB: 5FN2] [Zwitterion] [Positiva] [Negativa] POPE  1-Palmitoil-2-oleil-fosfatidiletanolamina
l [ [ [ POPA  Acido 1-Palmitoil-2-oleil-fosfatidico
DLPC 1,2-Dilauril-fosfatidilcolina
MD [CG] — Tamafio de la cadena del lipido DPPC  1,2-Dipalmitoil-fosfatidilcolina
DGPC 1,2-Digondoil-fosfatidilcolina
Martini DLPC DPPC DGPC ) ;
[15 s | 20 réplicas ] [12:0112:0] [16:0/16:0] [20:1/20:1] Sistemas heterogeneos
D Tipo (%)
+ Raft 1  DOPC(25), POPC(15), DOPE(10), POPI(10), POPS(5),
B L LPPC(5), DOPS(4), DPSM(4), POPG(2), and CHOL(20)
Martini — PL — Balsa lipidica Raft2  DPPC(40), DUPC(30), and CHOL(30)
[1.5us | 1replica] POPC(7), PRPE(6), DPSM(4), PGPC(4), PAPC(3),
Raft3 DPPC(), PUPE(2), PUPG(2), PRPC(2), PRPS(2),
Raft 1 Raft 2 Raft 3 2 PEPC(2), PNSM(1), PGPE (1), PGPS(1), PIPC(1),
POPE(1), POPA(1), POSM(1), PVSM(1), and CHOL(55)
v
Concentracion de colesterol — MD [AA] Analisis
: : ; CHARMM36
POPC(80):CHOL(20) POPC(60):CHOL(40) POPC(40):CHOL(60) 156 | Interacciones Proteina-Lipido
[20% de CHOL] [40% de CHOL] [60% de CHOL] [200 ns | 1 réplica]
|

Esquema 9.1. Diagrama de trabajo empleado para caracterizar el efecto de la composicidén de la membrana en la actividad
y ensamble del complejo de y-secretasa. Las tablas muestran la composicion de los sistemas empleados.
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IX.2. Resultados y Discusion
IX.2.1. Efecto de la carga del lipido en el ensamble y actividad de y-secretasa

Para estudiar el efecto de la carga en las cabezas de los lipidos se realizaron simulaciones de y-secretasa
embebida en membranas homogéneas con cabezas zwitteridnicas (fosfatidilcolina, PC), donador de puente de
hidrégeno (fosfatidiletanoalmina, PE) y carga negativa (fosfatidilfosfato, PA), conservando la cadena alifatica de
1-pamitoil-2-oleilo (PO, 16:0/18:1) (Figura 9.1A). Los graficos de RMSD y RMSF de las simulaciones de las
simulaciones se reportan en las Figuras A5.1 a A5.5 del Apéndice V. El perfil de presidn lateral en XY del sistema
control con POPC mostré una distribuciéon homogénea de la presiéon en la regidn transmembranal, con una
disminucién caracteristica en la region interfacial (z = 1.8 nm and z = -1.8 nm) y un ligero aumento en la zona de
las cabezas (z = 2.2 nm and z=-2.2 nm) y cadenas alifaticas (1.5 > z>-1.5 nm) de los lipidos debido a interacciones
repulsivas. Las fluctuaciones de la presion lateral observadas en la region superior de los graficos (z > 2.0 nm) se
derivan de las colisiones de las moléculas de agua con el ECD de NCT, tal y como se representa en el grafico de
densidad. Aligual que en los resultados anteriores, los diagramas de distribucién generados con los parametros
de orden ddasp € Itms para las simulaciones de los sistemas con POPC mostraron que la forma protonada Asp-Haiss
de PS1 facilita la transicion al estado 2, mientras que la forma Asp  predomina en el estado 1 (Figura 9.1B). Como
se menciond anteriormente, la distancia minima para una interaccion electrostatica estable en modelos de CG
es de 5.0 A, la cual corresponderia a la distancia méaxima para considerar una conformacién activa de PS1. Es por
esto Ultimo que los intervalos de ddas, en las estructuras de crio-EM fueron recalculados empleando las
estructuras optimizadas, con restricciones en la cadena principal, de los modelos de CG. Esto permitié definir
que en las estructuras de crio-EM a resolucion de CG se encuentran en el estado 1 (E1) cuando ddas, €s menor a
6.0 A, mientras que el estado 2 se presenta por arriba de este valor (E2).

El perfil de presion lateral del sistema con POPE mostré un ligero incremento en la presion transmembranal
en comparacion con el perfil de POPC, lo cual concuerda con resultados computacionales previos.?** Resulta
interesante observar que este aumento de la presidn favorece la presencia de conformaciones activas de PS1 en
las simulaciones con el sistema Asp’. Para corroborar el impacto del incremento de la presidon en estado
conformacional de PS1, se realizaron tres simulaciones de 1.5 pus de CG a diferentes presiones en la region XY
con el modelo Asp” de y-secretasa en membranas de POPC (ver Figura A5.6 del Apéndice V). La distribucion de
probabilidad resultante de estas simulaciones confirmd que al incrementar la presién del sistema se promueve
la transicidn hacia el estado activo (E2). Este proceso podria ser contraproducente, pues se requiere de un estado
menos compacto para el reconocimiento e ingreso del sustrato.'®*

En el sistema con la membrana de POPA se observé un aumento en la presion interfacial de la monocapa
superior debido a la presencia de interacciones repulsivas entre el complejo y los lipidos, resultando en
modificaciones estructurales de la membrana asociadas al dinamismo del sistema. Por otro lado, la disminucidn
de la presidn ejercida por las cabezas de los lipidos en la monocapa inferior se atribuye a interacciones atractivas
electrostdticas entre estas y los residuos de aminodacidos con carga positiva localizados en la region intracelular.
Cabe recordar que existe una mayor proporcién de estos residuos en la regién intracelular de los complejos

transmembranales de y-secretasa, en comparacion con los residuos localizados en la regidn extracelular. Las
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variaciones en la presion lateral permiten explicar la causa de la distribucion anormal de la inclinacion de TM6
en los sistemas desprotonados, asi como el poco desplazamiento de los lipidos de POPA en la superficie de las

monocapas en relacion con las membranas de POPCy POPE (Figura 9.1C).
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Figura 9.1. Efecto de la carga en la cabeza de los lipidos (POPC, POPE y POPA) y el grosor de la membrana (DLPC, DPPCy
DGPC) en el ensamble estructural de los modelos de CG derivados de 5FN2. (A) Densidad del sistema y perfiles de la presion
lateral (PL) como funcidon de la composicidn de lipidos. La linea negra punteada muestra el perfil del sistema con POPCy las
sombras grises describen la region de las cabezas (gris oscuro) y colas (gris claro) de los lipidos en la bicapa. (B) Diagramas
de distribucién de las 20 trayectorias de simulacion de CG de los sistemas con Asp385 en su forma desprotonada (Asp’) y
monoprotonada (Asp-Hsss). La escala de color a la derecha define la poblacién relativa de la distribucién. Los circulos negros
corresponden a la informacién de los modelos optimizados de CG de las estructuras de crio-EM. (C) Representacion del
desplazamiento de lipidos en las monocapas inferior (Ml) y superior (MS) de la membrana. La figura a la izquierda representa
la perspectiva del complejo de y-secretasa empleada para visualizacién de los graficos en (C) y (D), asi como los posibles
sitios de unidn iniciales del sustrato (SBS1y SBS2). (D) Analisis del grosor local de la bicapa lipidica en los sistemas embebidos
en DLPC, DPPG y DGPC.

Las simulaciones con los modelos de CG fueron de utilidad para obtener una visién general del
comportamiento del complejo de y-secretasa cuando se modifica la cabeza de los lipidos. Sin embargo, para

describir las interacciones del complejo con los lipidos y explorar el origen de los cambios en la actividad de la
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enzima, se realizaron simulaciones atomisticas de 200 ns de y-secretasa en las tres diferentes membranas. En
estas simulaciones se analizo el tiempo de residencia de los lipidos cercanos al complejo, esto con el fin de
identificar a aquellos que estuviesen en contacto con los componentes transmembranales durante mas del 70 %
del tiempo. Para esto, se analizd la distribucion espacial y los factores de ocupacién en ambas monocapas de los
lipidos identificados para su localizacién y caracterizacidon en la estructura de y-secretasa. La Figura 9.2 se
muestra la vista superior, inferior y lateral de los mapas de distribucion generados con las simulaciones
atomisticas de los tres sistemas. En estos, se observa una mayor poblacién de lipidos en la monocapa inferior
(MI) debido a las interacciones electrostaticas de los grupos fosfato en las cabezas de los lipidos con los residuos
con carga positiva de la regién intracelular. Ademas, se observa que los lipidos capaces de formar puentes salinos
(POPE y POPA) aumentan el grosor de la membrana en comparacion con la bicapa zwitteriénica (POPC) debido

a sus interacciones atractivas y repulsivas con y-secretasa (Figura 9.2C).
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Figura 9.2. Simulaciones atomisticas del complejo de y-secretasa en las membranas con los lipidos POPC, POPE y POPA. (A)
Graficos de ocupacion de los lipidos localizados en la monocapa superior (MS) e inferior (Ml) con tiempos de residencia
superiores al 70 % en los Ultimos 100 ns de las simulaciones. La escala de color a la derecha define los valores de ocupacidn
de la distribucidn. (3) Representacidn tridimensional de la densidad de distribucion de los lipidos de POPC con altos tiempos
de residencia en la superficie de y-secretasa. Los sitios de unidn de los lipidos (LBS) y sustratos (SBS) se indican en azul y
rojo, respectivamente. (C) Grosor de la membrana y distancia entre los asparticos cataliticos y las cabezas de los lipidos
(ddasp-ct) calculados durante los ultimos 100 ns de las simulaciones. (D) Interacciones de POPE en LBS1y LBS2.

El grupo de investigacion de Kong®®! realizd un estudio de dindmica molecular del componente PS1 en una
membrana de POPC(30):POPE(70), en donde encontré que uno de los lipidos de POPE ingresé al sitio activo e
interactud con los asparticos cataliticos. Con el fin de comparar dicho resultado, se calculé la distancia minima
entre los asparticos cataliticos y las cabezas de los lipidos (ddasp-c:) €n los tres sistemas (Figura 9.2C). Contrario a

lo observado por Kong y colaboradores®?, ninguna de las cabezas de los lipidos cargados ingresé al sitio activo
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para interactuar con los asparticos cataliticos, sugiriendo que el mecanismo de inhibicion de POPE y POPA no

involucra el contacto directo con estos residuos. Las simulaciones de Kong y colaboradores?3!

no incluyen los
componentes estabilizadores (APH-1Ay PEN-2), por lo que en consecuencia el lipido de POPE pudo ingresar entre
TM2 y TM6 debido al distanciamiento entre el NTD y el CTD de PS1 que se obtuvo durante sus simulaciones.

Los mapas de distribucién de probabilidad de las simulaciones atomisticas también permitieron identificar
cuatro sitios de unién de lipidos (LBS) con altos valores de ocupacion en los tres sistemas (Figura 9.2A y B). Los
sitios LBS1 y LBS2 fueron asignados a las densidades localizadas en la interfaz de TM2-TM3 y de TM2-TM6 del
componente PS1, respectivamente. Por su parte, las densidades de distribucion localizadas en la regidn interna
de la “herradura” del complejo de y-secretasa y en las proximidades de la hélice yuxtamembranal de APH-1A
fueron llamadas respectivamente sitios LBS3 y LBS4. Cabe mencionar que en la estructura de PDB 5A63% se
lograron resolver dos lipidos de 1,2-distearoil-fosfatidilcolina (DSPC) en estos dos ultimos sitios, corroborando
los resultados de ocupacion obtenidos durante las simulaciones (ver Figura A5.7 del Apéndice V). Ademas de los
sitios antes mencionados, se observd una alta prevalencia de lipidos de la monocapa inferior en las regiones
previamente identificadas como posibles sitios de unién del sustrato (SBS). Esta observacidn sugiere que es
necesario el desplazamiento inicial de los lipidos residentes en estas regiones para el reconocimiento de C99.

La Figura 9.3A muestra el factor de ocupacién de los puentes de hidréogeno formados entre el complejo de
y-secretasa y los lipidos de membrana (FOug.1ip), donde se observa que los tres sistemas tienen un perfil de
interaccidon muy similar. El sistema con la membrana de POPA es el que presenta los valores de FOug.1ip mas altos
en los residuos intracelulares, confirmando que los altos tiempos de residencia se deben a las interacciones con
los residuos de arginina y lisina presentes en esta region (Figura 9.3B). Al analizar de forma independiente los
valores de FOug-1ip del componente PS1, se encontré que los residuos del asa HL1 (TM1-TM2) son los que exhiben
las mayores diferencias de interaccién entre los sistemas (Figura 9.3C). Con base en esto, fue posible determinar
que los lipidos de POPE fueron los que presentaron un mayor nimero de puentes de hidrégeno con HL1 (Figura
9.3D) gracias a que el aumento del grosor de la membrana facilité su residencia en los sitios LBS1 y LBS2 (Figura
9.2D). Fue debido a este aumento en las interacciones que al analizar la diferencia entre los valores de RMSF de
POPC con POPE y POPA (ARMSFeopcrorx) S€ presentan alteraciones en la flexibilidad de HL1, tanto en las
simulaciones atomisticas como en las de CG (ver Figuras A5.2, A5.3 y A5.5 del Apéndice V). En los sistemas con
POPE se observa un aumento de los valores de ARMSFeorc.rore que indica una clara reduccion en las fluctuaciones
de HL1, debido al puente de hidrégeno que forman estos lipidos con la Tyr115. Se sabe que estos residuos de
tirosina son idéneos para la interaccién con los grupos fosfodiéster de los lipidos o moléculas cargadas
positivamente.?’®* Ademas, estudios previos han demostrado que el aminoécido Tyr115 de PS1 desempefia un
papel importante durante la estabilizaciéon del sustrato en el sitio activo para su procesamiento.®?% Los
resultados explicarian entonces la relacién entre la interaccidon de los lipidos de POPE con este residuo y la
consecuente diminucion en la flexibilidad de HL1 con la inactivacién del complejo.

Finalmente, los altos valores de ocupacién obtenidos en la monocapa inferior de las simulaciones atomisticas
del sistema con POPA, junto con el aumento en la presion interfacial de la capa superior y el bajo desplazamiento
de los lipidos en la membrana, sugieren que este lipido podria inactivar a PS1 por medio de restricciones en la

movilidad, lo que posiblemente afecte el reconocimiento del sustrato y su ingreso al sitio activo.
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Figura 9.3. Factor de ocupacién de los puentes de hidrégeno formados entre el complejo de y-secretasa y los lipidos (POPC,
POPE y POPA) que componen los diferentes sistemas (FOhs-Lip). (A) Gréfico y (B) representacidn tridimensional de los valores
de FOnug-Lip en la region transmembranal del complejo. (C) Representacion tridimensional de los residuos de HL1 (zona gris)
con alta ocupacion obtenidos a partir de la simulacién con POPE y (D) analisis comparativo entre los aminoacidos 108 a 128
de HL1 en las simulaciones de los tres sistemas.

I1X.2.2. Influencia del grosor de la membrana en el ensamble conformacional de PS1

En el estudio realizado por Selkoe y colaboradores® también se demostré que el grosor de la membrana
lipidica afecta el patrén de corte del sustrato C99, generando diferentes fragmentos del péptido AB.% En ese
trabajo encontraron que las membranas con menor grosor favorecen la produccion de la isoforma toxica Ap42,
mientras que las de mayor grosor genera al péptido AB40. En un estudio posterior, ese mismo grupo de
investigacion confirmé que al incrementar el nimero de carbonos en la cadena también aumentaba la actividad
del complejo de y-secretasa, reduciendo la proporcién AB42/AB40.%2° A pesar de la informacién de estos

estudios, el mecanismo por el cual se producen las diferentes fragmentos de AB continla en controversia.??” En
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este apartado se buscd caracterizar el comportamiento del complejo de y-secretasa en membranas con lipidos
de menor (DLPC, 12:0/12:0), mayor (DGPC, 20:1/20:1) e igual (DPPC, 16:0/16:0) tamafio que POPC. En la Figura
9.1 se presenta los perfiles de presion lateral, junto con los diagramas de distribucién del ensamble
conformacional del componente PS1 y el andlisis del grosor de la membrana obtenidos con las simulaciones de
CG del complejo en estos tres sistemas. Sin considerar la diferencia en la distribucidén asociada al grosor de la
membrana, se puede apreciar que los tres sistemas presentan perfiles de presion lateral similares a los de POPC.
La bicapa de DPPC es la que tiene mayores similitudes con el sistema de POPC dado que ambas tienen la misma
longitud de la cadena alifatica, difiriendo Unicamente por la insaturacién en el grupo oleico de POPC. En el analisis
del grosor de la membrana (Figura 9.1D) se encontré que en los sistemas de DPPC y DGPC hay una region de
mayor grosor caracteristica en el sitio SBS1 de y-secretasa, lo que concuerda con la posicidn de la distribucién de
densidad observada en las simulaciones atomisticas de POPC (ver Figura 9.2B).

El desacoplamiento de las regiones hidrofdébicas entre una proteina y una membrana lipidica puede inducir
cambios conformacionales en la inclinacidn y rotacién de las hélices con el fin de eliminar esta disparidad y
presentar el mayor nimero de contactos favorables entre ambos sistemas.??® Este desajuste hidrofébico
observado en las simulaciones de y-secretasa parece modular los estados conformacionales explorados por PS1.
La bicapa de menor grosor (DLPC) muestra un incremento de la poblacién en el estado activo (E2), mientras que
la de mayor grosor (DGPC) exhibe una distribucién mas amplia de las conformaciones de PS1 con valores de ddasp
mayores a 1.1 nm. En general, las simulaciones de la forma protonada de Asp385 en las tres membranas mostré
una menor poblacién conformacional en el estado E2 al compararse con las simulaciones de POPC. La ausencia
de la cadena insaturada en los lipidos de DLPC y DPPC parecen alterar el rearreglo espacial y empaquetamiento
de la proteina, dificultando la transicidn entre las conformaciones del estado inactivo (E1) y activo (E2). Este

resultado concuerda con lo observado por el grupo de Selkoe??®

, quien demostré que las cadenas alifaticas
monoinsaturadas de los lipidos de PC incrementan la actividad de la enzima. Por otro lado, la presencia de las
insaturaciones en las cadenas de DGPC resultan en una amplia distribucidon de probabilidad conformacional en
el estado E1, reduciendo la poblacién en E2. El estudio de Holmes et al.??® mostrd que la posicién de la
insaturacidn es crucial para la actividad de y-secretasa, siendo la monoinsaturacion en la posicién w-9 del acido
oleico la que presentaba la mayor actividad proteolitica. Esos resultados sugieren que la actividad de y-secretasa
podria no estar asociada Unicamente al grosor, sino también depender del isémero y localizacién de la
insaturacién. Por esto ultimo, es critico estudiar el efecto en la actividad al modificar el grosor en membranas

heterogéneas, donde la enzima ha presentado mayor actividad.

I1X.2.3. Sitios de union y efecto de la concentracion de CHOL en y-secretasa

El colesterol es una molécula esencial en la composicidn de las balsas lipidicas, cuya alta concentracién en el
cerebro de pacientes que padecen la enfermedad de Alzheimer se ha relacionado con el aumento en la actividad
de y-secretasa.?'>??% En el estudio de Osenkowski et al.® se observd que la produccidn de AR era directamente
proporcional a la concentracién de CHOL en diferentes membranas lipidicas. La abundancia relativa de CHOL en
las balsas lipidicas varia de 20 a 25 % en la membrana plasmatica y de 40 a 55 % en el tejido cerebral de pacientes

con la enfermedad de Alzheimer.8%%
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Para estudiar la influencia de la concentracién de CHOL en el ensamble estructural del complejo de y-
secretasa, se realizaron simulaciones de CG de tres sistemas de POPC:CHOL variando las concentraciones de
CHOL entre el 20, 40 y 60 %. La Figura 9.4 muestra el perfil de presién lateral, la probabilidad de distribucién de
la distancia ddas, y el angulo Irvs, asi como el andlisis del grosor de la membrana en los diferentes sistemas. El
aumento en la abundancia de CHOL en las membranas de POPC resulté en un incremento notorio de la presion
lateral en la regidn transmembranal y en un aumento del grosor de la bicapa.®¥%%232 Como se observd
anteriormente, el aumento de la presion lateral en la regidn transmembranal promovidé el aumento en la
poblaciéon de conformaciones en el estado activo (E2) de PS1, incluso en las simulaciones del estado
desprotonado (Asp’). Este resultado sugiere que las altas concentraciones de CHOL facilitan la transicién del
estado inactivo al estado activo del componente PS1 de y-secretasa. Sin embargo, el aumento en la
concentracién también reduce la flexibilidad del complejo (ver Figuras A5.2 y A5.3 del Apéndice V), lo cual podria
interferir con el movimiento de TM2 durante el ingreso del sustrato al sitio activo.

Un estudio experimental reciente reportd sélo el 8 % del CHOL presente en una membrana, que contiene
una abundancia relativa del 43 % de esta molécula se une al complejo de y-secretasa.®? Para caracterizar los
posibles sitios de union de CHOL (CBS) en y-secretasa, se llevaron a cabo dos réplicas (R1 y R2) de simulaciones
atomisticas de 200 ns del complejo enzimatico embebido en una membrana de POPC(60):CHOL(40). Al analizar
esta simulacion fue posible observar en primera instancia un aumento de 0.4 nm en el grosor de la membrana
de POPC por la presencia de CHOL, asi como también se comprobd que ninguna de estas moléculas interactué
con los residuos de aspartico cataliticos (ver Figura A5.8 del Apéndice V). Las moléculas de CHOL con tiempos de
residencia mayores al 70 % de las simulaciones permitieron identificar siete potenciales sitios de unién de CHOL
en la estructura (Figura 9.4D). A diferencia de lo observado con los lipidos de PC, en los diagramas de distribucién
se observd que las moléculas de CHOL tienen una mayor ocupacion en los sitios de la monocapa superior. Con el
analisis del factor de ocupacion por residuo (FOcno) se identificaron las regiones con mayor nimero de contactos
entre y-secretasa y CHOL (Figura 9.4E). Resulta interesante observar que los sitios de interaccién identificados
en ambas simulaciones atomisticas también se presentaron en las 20 trayectorias de los modelos de CG. De estas
simulaciones se aprecia una alta preferencia del CHOL por los aminodcidos localizados en TM2, TM3, TM5, TM6
y el motivo PAL (TM8-TM9) de PS1; TM1 de NCT; TM3, TM6, TM7 y HY de APH-1A; y TM3 de PEN-2 (Figura 9.4F
y Tabla A5.1 del Apéndice V). Los sitios CBS1, CBS3 y CBS5 involucraron los mismos aminodcidos que los sitios de
unién a lipidos LBS1, LBS4 y SBS1, presentdandose un aumento en el grosor de la membrana préximo al sitio CBS3,
al igual que el observado para los sistemas con DPPC y DGPC.

Durante la simulacién atomistica R2 del sistema POPC(60):CHOL(40) no se identificaron moléculas de CHOL
en el sitio CBS3, sugiriendo una baja tasa de intercambio con otros lipidos presentes en este sitio. Asimismo, se
observaron bajos valores de ocupacion en los aminoacidos del CBS2 de esta simulacidn, mostrando un
intercambio de las moléculas por un sitio cercano a este. La interaccidn en el sitio cercano localizado en las
regiones N-terminales de TM2 y TM6 sugieren una preferencia de la molécula de CHOL por la interface entre
estas TMs que por su interaccion con R1. Aligual que en las membranas de POPE, la union de CHOL a CBS2 resulta
en la disminucién de la flexibilidad de HL1, lo que explicaria la modulacién de esta molécula en la produccion del
péptido AB (ver Figuras A5.2, A5.3 y A5.5 del Apéndice V). Finalmente, la proximidad entre CBS4 y CBS7 a los SBSs
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sugiere que la molécula de CHOL podria participar en el reconocimiento inicial de C99 al posicionarse entre este

y el complejo de y-secretasa.?33234
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Figura 9.4. Alteraciones en el ensamble estructural de los modelos de CG (A-C) y atomisticos (D-F) derivados de 5FN2 en
membranas de POPC que contienen concentraciones de colesterol (CHOL) del 20, 40 y 60 %. (A) Perfiles de la presion lateral
como funcién de la concentracion de CHOL. La linea negra punteada muestra el perfil del sistema con POPC y las sombras
grises describen la regidn de las cabezas (gris oscuro) y colas (gris claro) de los lipidos en la bicapa. (B) Diagramas de
distribucion de las 20 trayectorias de simulacion de CG de los sistemas con Asp385 en su forma desprotonada (Asp’) y
monoprotonada (Asp-Hazss). La escala de color a la derecha define la poblacion relativa de la distribucién. Los circulos negros
corresponden a la informacidn de los modelos optimizados de CG de las estructuras de crio-EM. (C) Anélisis del grosor local
de la bicapa lipidica en los tres sistemas. (D) Graficos de ocupacién de las moléculas de CHOL localizadas en la monocapa
superior (MI) e inferior (MI) con tiempos de residencia superiores al 70 % en los Gltimos 100 ns de la simulacién atomistica
del sistema POPC(60):CHOL(40). La escala de color a la derecha define los valores de ocupacién de la distribucién. La
estructura a la derecha ejemplifica la interaccidén de una molécula de CHOL con los componentes NCT y APH-1A. (E) Factor
de ocupacion de los contactos de CHOL con el complejo de y-secretasa (FOcHot) en la simulacién de CG y en las dos réplicas
de las simulaciones atomisticas (R1 y R2). (f) Representacion de los aminoacidos involucrados en los sitios de unién de
colesterol (CBS) en la region transmembranal de y-secretasa.

Para evaluar el efecto de la concentracion de CHOL en membranas heterogéneas se realizaron simulaciones

de CG de tres sistemas (Raft 1 a 3) con diferentes mezclas de lipidos obtenidas a partir de datos experimentales
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y tedricos de la composicion de balsas lipidicas (ver Tabla del Esquema 9.1). El sistema Raft 1 se construyo a
partir de la informacidn derivada de la caracterizacion de los lipidos asociados al complejo de y-secretasa (20 %
de CHOL), el cual fue realizado por Ayciriex y colaboradores®. Para el sistema Raft 2, se empled la composicién
de las balsas lipidicas estudiadas por Risselada y Marrink® con simulaciones de CG (30 % de CHOL).?* Finalmente,
el andlisis lipiddmico realizado por el grupo de Di Paolo al cerebro de un paciente con la enfermedad de Alzheimer
fue usado para la construccién de Raft 3 (55 % de CHOL). En la Figura 9.5A se observa que el perfil de presion
lateral de Raft 1 es muy similar al de la membrana de POPC, mientras que Raft 2 y Raft 3 muestran alteraciones
de la presidon en las regiones interfaciales y en las cabezas de los lipidos. Sin embargo, la presién de la regién
transmembranal en estos dos ultimos no mostré cambios significativos como los observados en las membranas
de POPC:CHOL. Esto sugiere que la presencia de mezclas complejas de lipidos en las balsas lipidicas reduce el
efecto de la presion transmembranal ocasionado por la alta concentracién de CHOL. Ademas, la distribucién
conformacional de los parametros ddas, € Itms €n las simulaciones del sistema Raft 1 con el estado protonado de
Asp385 muestra un comportamiento similar al de las simulaciones de POPC, observdndose también un grosor de
la membrana uniforme y una alta flexibilidad de las TMs de PS1 (ver Figuras A5.2 y A5.3 del Apéndice V).

De forma complementaria, se analizaron las simulaciones atomisticas del sistema 5FN2 embebido en las
membranas de POPC, POPE, POPA, POPC(60):CHOL(40) y Raft 1 para conocer las implicaciones de las mismas en
el ingreso de moléculas de agua en el sitio activo y en la cavidad central de APH-1A (ver Figura A5.9 del Apéndice
V). Con este estudio fue posible observar que el sistema con POPC fue el que presenté el mayor nimero de
moléculas de agua en el sitio activo, esto debido a que el distanciamiento de los asparticos aumentd el volumen
de la cavidad y, por tanto, el ingreso de moléculas de agua. La cavidad formada en los cinco sistemas no mostré
una relacion directa con el ingreso de moléculas de agua, puesto que el fragmento CT de TM6 localizado a 0.8
nm del sitio activo fue el encargado de regular el influjo de estas. Por otro lado, el sistema con la membrana de
POPE fue la que presentd el menor volumen del canal en APH-1A, formando el canal superior Unicamente el 8.8%
de la simulaciéon y limitando el influjo de moléculas de agua hacia la cavidad central del componente. Puesto que
la cavidad podria tener una funcidn reguladora en el complejo de y-secretasa, su alteracion en el sistema con

POPE podria interferir con la actividad o ensamble del complejo.

IX.2.4. NCT-ECD adopta la conformacion compacta en la balsa lipidica

Durante la caracterizacién dinamica del complejo enzimatico de y-secretasa fue posible identificar tres
conformaciones del ECD de NCT: compacta, intermedia y extendida (ver Capitulo VII). Utilizando el mismo
parametro de distancia maxima (Dmax), calculamos la distribuciéon conformacional del complejo de y-secretasa
para las 20 réplicas de las simulaciones de CG de todos los sistemas estudiados. La Figura 9.5C muestra el grafico
de distribucidn de Dmqx, donde la sombra en gris representa la region de distribucidn de la forma intermedia (10.3
<Dmax<11.3 nm)y las zonas blancas superior e inferior a las conformaciones extendidas (Dmax > 11.3) y compactas
(Dmax < 10.3), respectivamente. Al igual que en los resultados anteriores, se observa que la conformacion
intermedia es la que predomina en la mayoria de las simulaciones. Resulta interesante observar que los sistemas
Raft 1-3 presentan un amplio movimiento de arriba/abajo del ECD de NCT con una media de distribucién cercana

al de la conformacién compacta. Esta proximidad del ECD de NCT a la monocapa superior también fue reportada
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en las simulaciones de CG realizadas por el grupo de Dal Peraro®3®

en una membrana de composicion similar a la
del sistema Raft 3. Para explicar este comportamiento, se midid la distancia entre el centro de masa del ECD de
NCT y las cabezas de los lipidos de la monocapa superior (Dncr-ci) en todas las simulaciones (Figura 9.5D). Este
analisis mostré que el I6bulo mayor del ECD de NCT en el sistema de Raft 3 se aproxima ligeramente a las cabezas
de los lipidos (valores bajos de Dycrci). El nUmero de contactos del ECD de NCT con las cabezas de los lipidos
confirmé que el I6bulo mayor se encuentra mas préximo a los lipidos que componen las membranas de Raft 1y

3, lo que favorece su preferencia por la conformacién compacta.
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Figura 9.5. Efecto de diferentes composiciones de balsas lipidicas (Raft 1 a 3) en el ensamble estructural de los modelos de
CG derivados de 5FN2. (A) Perfiles de la presion lateral de los tres sistemas. La linea negra punteada muestra el perfil del
sistema con POPC y las sombras grises describen la region de las cabezas (gris oscuro) y colas (gris claro) de los lipidos en la
bicapa. (B) Diagramas de distribucion de las 20 trayectorias de simulacion de CG del sistema Raft 1 con Asp385 en su forma
monoprotonada (Asp-Hsss). La escala de color a la derecha define la poblacién relativa de la distribucién. Los circulos negros
corresponden a la informacién de los modelos optimizados de CG de las estructuras de crio-EM. El gréafico a la derecha
muestra el analisis del grosor local de la bicapa lipidica en el sistema Raft 1. (C) Distribucion de la distancia maxima (Dmax)
en el eje Z del complejo de y-secretasa en las simulaciones de CG de todos los sistemas estudiados en esta seccion del
capitulo. La sombra en gris representa la region de distribucion de la forma intermedia, mientras que las areas blancas
superior e inferior corresponden a las conformaciones extendidas y compactas, respectivamente. (D) Distancias entre los
centros de masa del ECD de NCT con las cabezas de los lipidos (Dncr-ct, izquierda) y nimero de contactos entre ambos grupos
(derecha) calculados para todas las simulaciones de CG. Los colores de cada sistema corresponden a los asignados en el
inciso (C) de esta figura.
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X. Interaccion del inhibidor DAPT con el sitio activo de PS1

Para esta subseccion se llevaron a cabo calculos de energia libre de uniédn del inhibidor de y-secretasa (GSl)
DAPT en el sitio activo de PS1 para comprender el efecto de su interaccion en los estados de protonacién de los
residuos de aspartico cataliticos. La preparacién de los sistemas involucrd la orientacién de DAPT en el sitio activo
usando los mapas de densidad de crio-EM del modelo 5NF2,”° mientras que el perfil energético del compuesto
desacoplado se determind mediante la transicién entre los medios acuoso y lipidico (POPC) usando el método
de muestreo de sombrilla (Umbrella Sampling, US). La informacién generada a partir del complejo de y-secretasa-
DAPT (GS-DAPT) y los sistemas desacoplados se emplearon como referencia para el calculo de la energia libre de
unién con el método de perturbacion de la energia libre (Free Energy Perturbation, FEP). Los resultados obtenidos
servirdn como base para la correcta asignacién del estado de protonacién de los residuos de aspartico cataliticos
de PS1 y la caracterizacion dinamica del inhibidor DAPT en el complejo de y-secretasa. En el Esquema 10.1 se

muestra el algoritmo general de trabajo seguido en esta subseccion.

Sistema Preparacion Energia libre de unién [AG] MD [AA]
x io- i = ¥ ¥
Y-Secretasa N Mapa ‘lﬂe crio-EM Acoplamler?to P-L Complejo P-L
[PDB: 5FN2] [ Servidor EDS | [ UCSF Chimera ] GSpspn+ DAPT GSpsp. + DAPT .
[250ns | 1réplica]

| Free Energy Perturbation (FEP) |

Inhibidor T T Analisis de
. . ; interacciones
DAPT Optimizacion Conformaciones ‘ DAPT en agua ‘ | DAPT en POPC |
[PC_CID: 5311272] [ OpenBabel | [Umbrella Sampling] L ¥

Esquema 10.1. Diagrama de trabajo empleado para la caracterizacion de la interaccion del inhibidor DAPT en el sitio activo

del componente PS1 de y-secretasa.

X.1. Metodologia

X.1.1. Cdlculo de la energia de union con FEP

Los calculos de perturbacién de la energia libre (Free Energy Perturbation, FEP) se llevaron a cabo con el
campo de fuerza modificado AMBER99SB-ILDN%*® implementado en la paqueteria de GROMACS 5.1.41%>, Se
empled el campo de fuerza AMBER99SB-ILDN puesto que estudios previos han demostrado que este presenta
una mayor concordancia con los datos experimentales que otros campos de fuerza.?®’ La interfaz de ACPYPE*®
fue empleado para la construccion de las topologias del ligando DAPT y el calculo de las cargas parciales con el
método AM1-BCC en el marco del campo de fuerza AMBER. Los parametros de los lipidos de POPC para AMBER
fueron tomados del repositorio de lipidos del campo de fuerza Slipids®® (Stockholm Lipids). Los calculos de
energia libre de unién absoluta para DAPT en agua y POPCy el complejo GS-DAPT se realizaron siguiendo el ciclo
termodindmico implementado en GROMACS por Biggin y colaboradores?”:2° (consultar Seccién 6.1 del Apéndice
VI). El nimero de transmutaciones atémicas o transiciones alquimicas realizadas al compuesto DAPT hacia
atomos fantasma (dummy atoms) en su forma desacoplada y unida se establecieron mediante la realizacion de
varios ensayos en los que se determiné el tiempo de simulacién y el paso de transmutacidon mas adecuado para
el sistema. En las siguientes subsecciones se describe de forma detallada metodologia seguida para la

preparacion de los sistemas.
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(A) Preparacion de DAPT. Para el célculo de la energia de solvatacion (AGson) del compuesto DAPT se estudio
la transicién alquimica de su estructura en un sistema acuoso (AGagua) Y €n la bicapa lipidica de POPC (AGpoec).
(A1) Optimizacion de la geometria. Se descargd de la base de datos de PubChem?* la estructura quimica
optimizada en 3D del compuesto DAPT (CID: 5311272). La estructura fue sometida a una segunda
minimizacién de energia usando el campo de fuerza MMFF94 implementado en la herramienta
obminimize del programa OpenBabel.?%?

(A2) DAPT en agua — Simulacion de MD. La estructura optimizada de DAPT se solvaté en una caja cubica
usando el modelo TIP3P de moléculas de agua con el programa GROMACS 5.1.4 y usando el campo
de fuerza AMBER99SB-ILDN. El sistema se sometié a una minimizaciéon de energia con el algoritmo
steepest descent para sus posteriores equilibrios NVT y NPT. Estos equilibrios se realizaron por un
periodo de 1 ns a una temperatura de 310 K y 1.0 bar usando el termostato de Berendsen!’® y el

bardstato de Parrinello-Rahman?'®?

, respectivamente. Por ultimo, el sistema se sometié a 10 ns de
simulacion de MD atomistica usando un paso de integracion de 2 fs. De los ultimos 5 ns de la
simulacidn se extrajeron las tres conformaciones mas representativas mediante un agrupamiento
por RMSD, usando el método de gromos con un valor limite de 0.15 nm.

(A3) DAPT en POPC — Umbrella Sampling. La estructura mas representativa de la simulacion se empled
como modelo inicial para realizar el estudio de US, el cual tiene como finalidad estimar el perfil de
energia libre del compuesto DAPT al ser permeado a través de una bicapa lipidica de POPC e
identificar la posicidn mas favorable de esta interaccidn. Para esto, primero se generd un sistema en
el cual la molécula de DAPT se posiciond a 4.0 nm de distancia respecto al centro de masa (COM) de
una membrana pre-equilibrada de POPC (100 lipidos). El sistema fue solvatado con moléculas de
agua usando el modelo TIP3P, para posteriormente ser sometido a minimizacion de energia y

equilibrios a una temperatura de 310 K con el termostato de Nosé-Hoover?®®!

y una presién de 1.0
bar con acoplamiento semi-isotrépico usando el bardstato de Parinello-Rahman?®?. El sistema al
equilibrio se empled para muestrear las configuraciones de DAPT a través del sistema acuoso y la
membrana de POPC por un tiempo de 250 ps aplicando una constante de fuerza a la molécula de
500 kJ mol™ nm a una velocidad de 0.01 nm ps™. Se generaron un total de 30 configuraciones a lo
largo del eje z de la coordenada de reaccion (§) para ser empleados durante el muestreo con US.
Cada configuracion fue sometida a una minimizaciéon de energia y equilibrio NVT previo a la
produccion NPT de 10 ns. Con el método de analisis de histogramas ponderados (WHAM)?® se
obtuvo el perfil del potencial de fuerza media (PMF), el cual permitié la identificacién de las
configuraciones de DAPT en § con mayor y menor energia en la membrana.

Las conformaciones finales de los sistemas en agua y POPC se emplearon como modelos iniciales para el

calculo de energia libre de unién con el método de FEP.

(B) Preparacion del complejo GS-DAPT. Como se menciond en un inicio, la estructura de 5FN2 fue resuelta
con el inhibidor DAPT acoplado al sitio activo. Sin embargo, su estructura no fue asignada en el modelo

depositado en el PDB. En este trabajo se empled el mapa de densidad de crio-EM de 5FN2 como molde para la
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correcta asignacién del modo de union de DAPT en el sitio activo de PS1. Puesto que NCT-ECD no participa en la
interaccion de y-secretasa con DAPT, se decidié eliminar este domino con el fin de reducir el tamafio del sistema
y optimizar el tiempo para el célculo de energia.

(B1) Construccion del complejo GS-DAPT. La estructura previamente optimizada de DAPT fue sometida a
un acoplamiento molecular en el sitio activo del componente PS1 del complejo de y-secretasa 5FN2
con el programa AutoDock Vina?**. El mejor modo de unién fue empleado como referencia para su
posterior ajuste al mapa de densidad usando la herramienta ‘fit in map’ del programa Chimera
v1.11.22%, Se realizaron varios muestreos durante el ajuste para constatar la obtencién de la mejor
orientacion de DAPT en el sitio.

(B2) GS-DAPT — Preparacion. Se empled el programa PROPKA v3.1%%8 para la prediccidn de los valores de
pKa de los residuos de aspdrtico cataliticos Asp257 y Asp385 a un pH=7 y usando el campo de fuerza
de AMBER. La forma desprotonada (Asp7s7) y protonada (Asp-Hjs7) de Asp257 en el complejo GS-
DAPT se embebieron en una bicapa lipidica de POPC con ayuda de la herramienta membrane builder
de CHARMM-GUI**°, Dado que el campo de fuerza Slipids para lipidos en AMBER emplea la misma
nomenclatura que el campo de fuerza CHARMM36, se emplearon los archivos de coordenadas
iniciales del sistema para su implementacién el marco del campo de fuerza AMBER99SB-ILDN.%*¢ Los
sistemas fueron solvatados con moléculas de agua TIP3P y neutralizados empleando una soluciéon de
NaCl 0.15 M. A los sistemas finales se les realizé una minimizacién de energia y diferentes equilibrios
NVT/NPT como preparacién previa a los calculos con FEP.

(B3) GS-DAPT — Umbrella Sampling. El sistema GS-DAPT al equilibrio se empled para muestrear las
configuraciones de DAPT a través de los posibles sitios de entrada entre TM2 y TM3 (SED1) y TM2 y
TM6 (SED2). Para la obtencion de ambas coordenadas de reaccién (£) se realizd un muestreo
aplicando una constante de fuerza a la molécula de 1000 kJ mol™ nm a una velocidad de 0.01 nm
ps? por un tiempo de 500 ps, generandose un total de 65 y 70 configuraciones para SED1 y SED2,
respectivamente. Cada configuracién fue sometida a una minimizacidn de energia y equilibrio NVT

previo a la produccién NPT de 5 ns, obteniéndose finalmente el perfil de PMF con el método WHAM.

(C) Cdlculo de energia libre de union (AGunisn). Las interacciones electrostaticas y de dispersion del ligando
fueron desacoplados durante las simulaciones usando un total de 42 transiciones para ambos complejos GS-
DAPT y 31 transiciones para DAPT en agua y DAPT en POPC. A cada ventana de transicion se le minimizé su

energia y equilibré durante 1,000 ps usando ensambles candnico e isotérmico-isobdrico. Posterior a los

GS_desprot

equilibrios, se realizaron producciones de 10 ns para cada ventana de los complejos GS-DAPT (4G o1 vaw+restr

yAGZﬁ‘Cﬁr;;WHestr) y de DAPT en solucién (4G, 20 v AGEOTS, 1.,). Se restringid (restr) la posicién relativa de
DAPT en el sitio activo de PS1 usando potenciales harmdnicos en un valor de distancia (r, K,=1000 kcal mol?), dos
angulos (61 y 6, Ko= 10 kcal mol™ rad?) y tres angulos diedros (1, 92y @3, K,= 10 kcal mol™ rad?) (ver Figura A5.10
del Apéndice V). Las restricciones en la forma desacoplada de DAPT (AG:2%Y.) fueron calculadas de forma analitica
usando la ecuacidn de Boresch et al?*’ (ver Apéndice V). Finalmente, se calculd la energia libre de unién como se

i4 . — solv solv GS
muestra la ecuacion (1): AGynisn = AGerecivaw + AGrestr — AGeiec+vaw+restr (1)
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X.2. Resultados y Discusion

La presencia de inhibidores en los sitios activos de aspartil proteasas (ej. BACE-1 y HIV-1) se ha relacionado
con alteraciones en los estados de protonacion de los residuos de aspartico cataliticos, lo que imposibilita el
reconocimiento y procesamiento del sustrato.'®>2*¢ Este comportamiento permite especular que la interaccion
del inhibidor DAPT con el sitio activo del componente PS1 también podria modificar el estado de protonacién de
la diada catalitica. Por lo que en esta seccidn se aborda el efecto de la interaccidn del inhibidor DAPT en el sitio
activo del componente PS1 de y-secretasa mediante el calculo de su energia libre de unién en la forma protonada
y desprotonada de los asparticos. Previo a ese cdlculo, fue necesario estudiar el comportamiento de DAPT en
medios acuoso y lipidico para determinar el sistema mas adecuado para la estimaciéon de la energia de
solvatacién. La informacién generada a partir de los calculos de energia libre permitio establecer el estado de

protonacidon mas probable para la posterior caracterizacién dindmica del complejo GS-DAPT.

X.2.1. Identificacion del medio de interaccion preferente de DAPT

Un estudio reciente realizado por el grupo de Rég demostrd que los neurotransmisores con sitios de unién
embebidos en la membrana suelen tener una alta afinidad por la superficie de la bicapa lipidica, mientras que
los neurotransmisores con sitios de unidon en la regidon extracelular tienen poca interaccidon con los lipidos.?*
Ademas, los neurotransmisores afines a la membrana presentan valores de logP entre los -2.09 y 1.15, siendo
menores a -2.89 en el caso de los neurotransmisores solubles en agua. Por lo tanto, dado que el inhibidor DAPT
(logPcaiculado = 3.70) se une a un sitio embebido en la membrana, se esperaria que este compuesto presentase un
perfil de interaccién similar al observado en los neurotransmisores afines a la membrana. En la Figura 10.1 se
muestra la coordenada de reaccién () empleada durante las simulaciones de US para la obtencidn del perfil de
potencial de fuerza media (PMF) expuesto en el inciso B de la misma figura. Este perfil energético corrobora la
hipdtesis anterior, al obtenerse el menor valor de PMF cuando DAPT se encuentra embebido en la membrana 'y
proximo a las cabezas de los lipidos (1.0 < z < 2.0 nm). Sin embargo, el desplazamiento hacia la parte media de la
bicapa (z = 0.0 nm) resulté en un aumento de la energia asociado a la alta movilidad de las colas de los lipidos.
Estos resultados también permiten suponer que DAPT podria ingresar al sitio activo a través de su difusién por

la membrana en lugar de por el medio acuoso.
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Figura 10.1. Representacion de la coordenada de reaccion (€) de la difusion de DAPT entre los medios acuoso y membranal.
(B) Perfil del potencial de fuerza media e histograma de las configuraciones de DAPT en funcion de €.
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X.2.2. Efecto de DAPT en la protonacion de los residuos de aspdrtico cataliticos de PS1

El ajuste del inhibidor DAPT al mapa de densidad de 5FN2 permitié determinar el modo de unién mas
probable del compuesto en el sitio activo de PS1 (ver Figura 10.2A), localizandose finalmente en la parte central
del sitio catalitico rodeado por TM2, TM3, TM5, TM6 y TM7 de PS1. El sustituyente 3,5-difluorobencilo de DAPT
se posiciond entre TM2 y TM3, orientando los atomos de fluor hacia los residuos Tyr115 (HL1), Met146 (TM2) y
Ser169 (TM3) (Figura 10.2). La asignacién de la densidad de este grupo fue clave para el correcto ajuste del
sistema, dado que la disposicién y orientacién de los atomos de fllor es el mas evidente en el mapa de
densidad.”® Por su parte, los grupos tert-butdxido y fenilo se dispusieron hacia los residuos de aspartico
cataliticos, posicionandose el sustituyente fenilo entre ambos asparticos y el tert-butdxido en un sitio contiguo
a Asp257, formando ademas un puente de hidrégeno con el residuo Thr147 (TM2). Este modo de unidén es muy
similar al reportado por el grupo de Bahar, siendo la orientacidn del grupo tert-butdxido la Unica diferencia entre
ambos modelos; sin embargo, en ambos se conserva el puente de hidrégeno con Thr147.2%

Como se observa en la Figura 10.2A, existen dos posibles sitios de entrada del inhibidor DAPT (SED) al sitio
activo de PS1 a través de la membrana: entre TM2 y TM3 (SED1) o entre TM2 y TM6 (SED2). Al trazar las
coordenadas de reaccion de ambos mecanismos de internalizacion y realizar el muestreo configuracional con US,
fue posible determinar que el ingreso de DAPT era mds probable por SED1 al presentar menor nimero de
restricciones energéticas durante su traslado (Figura 10.2C). Esto uUltimo se debe a que el ingreso de DAPT por

SED2 depende del desplazamiento de TM2, como ocurre durante el ingreso del sustrato.
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Figura 10.2. (A) Representacién del mapa de densidad y modo de unién del inhibidor DAPT en el sitio activo del componente
PS1 de y-secretasa (PDB: 5FN2).”% (B) Mapa de interacciones en 2D de DAPT con los residuos cercanos de PS1.
Representacion de la coordenada de reaccion (§) y PMF del mecanismo de ingreso de DAPT por los sitios de entrada (SED)
localizados entre TM2 y TM3 (SED1) y TM2 y TM6 (SED2).
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Con el complejo GS-DAPT resultante se calculd el pKa de los residuos de aspartico cataliticos con el programa
PROPKA v3.1 a un pH=7, en el que se encontré que el Asp257 (pKa = 11.60) tiene mayor probabilidad de
encontrase protonado que el Asp385 (pKa = 7.88). Esto ultimo podria deberse a que la presencia de un agente
hidrofdbico en este sitio reduce el area accesible al solvente del residuo Asp257; ademas, su protonacion
favoreceria la formacién de un puente de hidrégeno con el grupo protector tert-butdxido. Con base en esta
informaciodn, se decidid estudiar al complejo GS-DAPT en la forma desprotonada (Asp™s7) y protonada (Asp-Has7)

del residuo catalitico Asp257.

Ligando (DAPT) Complejo (GS-DAPT)

4G, GS-DAPT AGgs

31 transiciones — 10 ns c/u ‘ | 42 transiciones — sin NCT-ECD

DAPT en agua D257 desprotonado
Conférmero AG (kcal/mal) Tiempo AG (kcal/mol)
1 16.78 £ 0.04 10 ns 33.00 £ 0.08
2 16.79 £ 0.04 XAGGS 20 ns 3317 x£0.09
3 16.24 £ 0.04
DAPT en POPC D257 protonado
_
Conférmero AG (kcal/mal) AG=0 Tiempo AG (kcal/mol)
z=0.0nm 14.68 + 0.06 10 ns 32.04 £ 0.06
z=15nm 2159+ 0.1
Energia libre de union (AG,,,is,) [ kcal/mol |
GS-DAPT (Asps;) GS-DAPT (Asp-H,s;)
Componente
DAPT en agua DAPT en POPC (z = 1.5 nm) DAPT en agua DAPT en POPC (z = 1.5 nm)
AGH v vaw 16.78 + 0.04 21.59 = 0.11 16.78 + 0.04 21.59+£0.11
AIEE 7.64+0.00 7.64 = 0.00 7.64 = 0.00 7.64=0.00
— AGic+vdw+restr -33.00+0.08 -33.00+0.08 -32.04+0.06 -32.04 + 0.06
AGynion -8.58 £ 0.09 -3.77+0.14 -7.62+0.07 -2.81+0.13

Figura 10.3. Ciclo termodinamico (diagrama central) empleado para el calculo del AGunisn de DAPT en PS1, en donde se
muestra la transmutacion o transicion atdomica del compuesto DAPT hacia los atomos fantasma (dummy atoms) para el
calculo de AGsow en su forma desacoplada y AGas en el complejo GS-DAPT. Las tablas de resultados en los extremos de la
figura muestran informacidn referente a la energia AGsow (izquierda) de DAPT en agua y en las posiciones z=0.0 nm y z=1.5
nm respecto al centro de la membrana, asi como de la energia AGso (derecha) del compuesto acoplado a y-secretasa en los
estados protonado y desprotonado del residuo catalitico Asp257 de PS1. La Tabla inferior muestra la energia libre de union
(AGunisn) en kcal/mol de DAPT acoplado en la forma desprotonada (Asp2s7) y protonada (Asp-Hzs7) del aspértico catalitico

Asp257 de y-secretasa.
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Como se menciond anteriormente, el célculo de la energia libre de unidn (AGunisn) de DAPT en PS1 se realizd
con el método de perturbacion de la energia libre (FEP). Para este ultimo se calculd la energia de solvatacion
(AGson) de DAPT en un medio acuoso y lipidico (POPC), asi como su energia de interaccién con y-secretasa (AGgs)
en los estados Asps7 Y Asp-Hasy de PS1. La determinacién por triplicado del AGg,, de DAPT en agua demostrd
gue los pardmetros empleados en la metodologia permiten obtener datos de energia de forma precisa y
repetible (ver Figura 10.3). Por otra parte, al comparar los valores de AGs, de DAPT en agua con los datos de
energia del compuesto en la membrana de POPC se puede encontrar un comportamiento similar al observado
en el perfil de PMF obtenido durante las simulaciones de US (ver subseccion anterior). De forma similar, el calculo
de DAPT en POPC a una distancia de 1.5 nm respecto al centro de la membrana presenté un AGso, =21.59 £ 0.11
kcal/mol, lo cual sugiere una alta preferencia por la interaccion del compuesto con esta regién en comparacion
con el medio acuoso (AAGagua-porcrs = -4.99 kcal/mol) y el centro de la membrana (AAG popcz0.0-porcz1s = -6.91
kcal/mol). Por otro lado, para establecer el tiempo de simulacion de la interaccion de DAPT en el complejo GS-
DAPT se calculd su energia de interaccién con y-secretasa (AGgs) en la forma desprotonada a 10 y 20 ns de
simulacidn por transicidon. Al ser la diferencia de energia de tan sélo 0.17 kcal/mol entre ambos tiempos, se
establecié como tiempo suficiente 10 ns para realizar las transiciones de DAPT en el estado Asp-Hss.

La tabla en la parte inferior de la Figura 10.3 resume los datos de energia obtenidos a partir de los calculos
de FEP en los diferentes sistemas desacoplados y acoplados de DAPT (ver Tabla A5.2 del Apéndice V). En esta
tabla también se reporta el valor de energia libre de unién (AGunisn) obtenida a partir de la ecuacion (1) de todas
las combinaciones de los sistemas estudiados. Con estos datos es posible concluir que DAPT presenta una mayor
afinidad al sitio activo de PS1 (menor AGunisn) cuando ambos aspdrticos se encuentran desprotonados que por el
estado protonado Asp-Hjs; propuesto por el programa Propka v3.1. Este resultado concuerda con los datos
obtenidos a partir de simulaciones de intercambio de réplicas de pH (pH-REMD) realizados por nuestro grupo de
investigacion, donde se demostrd que la cercania del residuo Lys265 en TM6-CT al sitio activo y la presencia del
inhibidor DAPT afectan el estado de protonacién de Asp257 y se favorece la forma desprotonada de la diada
catalitica (ver Figura A5.11 del Apéndice V).%° Por Ultimo, el calculo con el método de FEP sugiere una mayor
preferencia de DAPT por su interaccién con el sitio activo desprotonado que con los medios acuoso vy lipidico,
siendo menor para este ultimo dada su alta hidrofobicidad y predileccidn por la interaccidn con la cabeza de los

lipidos, tal y como se observé durante las simulaciones de US.

X.2.3. Caracterizacion dindmica del complejo GS-DAPT

A partir del complejo GS-DAPT en el estado desprotonado de la diada catalitica y en presencia de NCT-ECD,
se llevd a cabo una simulacién atomistica de 250 ns con el programa GROMACS 5.1.4 empleando el campo de
fuerza AMBER99SB-ILDN. En la Figura 10.4 se muestran los graficos y datos resultantes de la caracterizaciéon
dindmica de DAPT en el sitio activo de PS1. El RMSD del complejo de y-secretasa y PS1 permitid asegurar que el
sistema alcanzd el equilibrio en el periodo de tiempo simulado (Figura 10.4A). Por su parte, el RMSD de la
posicion de DAPT confirmé que el compuesto se mantuvo en el sitio activo durante la simulacién, presentando
un cambio respecto a su posicion inicial menor a 0.25 nm. Al compara el RMSF del tiempo 150 a 250 ns de la

simulacidn atomistica de 5FN2 sin ligando (ver Capitulo VII) con la simulacién de GS-DAPT se aprecia una clara
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disminucién de la movilidad de HL1, TM2 y TM6-CT como resultado de la interaccion de DAPT (Figura 10.4B). Sin
embargo, la presencia de este compuesto también promueve un aumento en la movilidad del asa que conecta a
TM8 con TM9 (motivo PAL) debido a su interaccion con Leu435. Un estudio experimental previo reportd que la
presencia de la mutacién L435F en PS1 conduce a la pérdida total de la actividad proteolitica de y-secretasa, lo
cual podria deberse a que el grupo fenilo de la fenilalanina podria estar bloqueando la interaccién de los

asparticos, similar a lo observado con el grupo fenilo del inhibidor DAPT.
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Figura 10.4. Caracterizacion dindmica del complejo GS-DAPT. (A) Graficos de RMSD de la cadena principal del complejo de
y-secretasa (GS) y PS1, y RMSD de posicién del inhibidor DAPT respecto al componente PS1. (B) RMSF de cadenas laterales
por residuo de PS1 en el intervalo 150 a 250 ns de las simulaciones atomisticas de 5FN2 en su forma desacoplada (PS1) y
acoplada con DAPT (PS1-DAPT). El gréfico inferior muestra la diferencia de los valores de RMSF de PS1-DAPT respecto a PS1.
(C) Residuos involucrados en la interacciéon de DAPT con PS1. El rango de colores representa a los residuos de mayor (rojo)
a menor (azul) numero de contactos con el compuesto. (D) Distancia por residuo de PS1 respecto a DAPT (Dps1-part). (E)
Distancia de los asparticos cataliticos Asp257 y Asp385 (ddasp) durante la simulacién. La linea punteada indica la distancia
por debajo de la cual se considera al sistema en su estado activo. (F) NUmero de puentes de hidrégeno (HB) formados entre
el compuesto DAPT y los residuos Thr147 y Lys265, y Asp257 y Lys265 durante los 250 ns de simulacion. La tabla debajo de

la figura muestra la contribucion a la energia libre de unién por aminoacido calculada con el método de MM-PBSA.
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La Figura 10.4C expone los aminoacidos involucrados en la interaccién de DAPT durante los 250 ns de
simulacion, empleandose un rango de colores que muestra los residuos de mayor (rojo) a menor (azul) nimero
de contactos. Con los cambios observados en la interaccién fue posible determinar que DAPT sufrid un rearreglo
conformacional durante la simulacién que involucré el distanciamiento del grupo 3,5-difluorobencilo de la hélice
TM3. Ademas, se observa que el compuesto mantuvo los contactos nativos con los residuos hidrofébicos lle143
(TM2), 1le253 (TM6), Gly384 (TM7), Phe388 (TM7) y Leud35 (TM9) durante la mayor parte de la simulaciéon
(Figura 10.4Cy D). Cabe mencionar que los residuos involucrados en la interaccién con DAPT mantuvieron una
contribucion a la energia libre de union similar durante los 250 ns de MD (ver Figura A5.12 del Apéndice V). Los
residuos con las mayores contribuciones (AG < -0.60 kcal/mol), ordenados de forma descendente, fueron: lle143,
Met146, Thr147, Leul50, Gly384, lle253, Phe388, Leu435, Leu383, 11e387 y Val144 (ver tabla inferior de la Figura
10.4E). Esto demuestra que el ligando se mantuvo en el sitio durante todo el tiempo de simulacién, y que el
rearreglo conformacional por la alta flexibilidad del grupo 3,5-difluorobencilo no afecté su estabilidad o
interacciones nativas en el sitio activo. Asimismo, la interaccion con estos residuos favorecio que el sustituyente
fenilo de DAPT se mantuvieran entre los residuos de aspartico cataliticos, impidiendo que estos se aproximaran
(Figura 10.4E). Ademas de las interacciones hidrofébicas, DAPT presentd un puente de hidrégeno por parte de
su grupo tert-butéxido con el grupo hidroxilo de Thr147 (t = 54.6 %) y, en un menor tiempo, con el amino de
Lys265 (t = 0.7 %) (ver Figura 10.4F). Como se menciond anteriormente, Lys265 mostrd ser un residuo clave
durante las simulaciones de pH-REMD debido a que su interacciéon con Asp257 reducia la probabilidad de
protonacion de este ultimo. En este estudio sélo se presentd el puente de hidrégeno entre Asp257 y Lys265
durante el 8.8 % de la simulacidn; sin embargo, la cercania de este residuo al sitio catalitico y la menor movilidad

de TM6-CT sugiere que podria seguir interfiriendo con el estado de protonacidn del residuo catalitico.
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Xl. Efecto de mutaciones de PSEN1 en la produccidn del péptido AB

Un estudio reciente realizado por el grupo de Chavez-Gutiérrez?>! demostré que la presencia de mutaciones
desestabilizadoras en el componente PS1 de y-secretasa reducen la estabilidad de intermediarios peptidicos AB
en el sitio activo (GS-C99), disminuyendo su procesividad y promoviendo la formacion del péptido
amiloidogénico AB42. Por el contrario, la presencia de mutaciones estabilizadoras en el gen que codifica para
PS1 (PSEN1) se asocid al aumento en la procesividad de los subproductos y a la formacién de péptidos no toxicos
mas cortos (AB38 y AB40). Los resultados de este estudio permiten establecer una relacidn directa entre la
estabilidad del complejo GS-C99 y la generacidn de la forma tdxica AB42. Por tanto, la prediccidn del efecto de
las mutaciones de PS1 en el complejo GS-C99 resulta de gran interés para tener informacidn de la estructura
patogénica y determinar la probabilidad de que un paciente pueda desarrollar la enfermedad de Alzheimer.

Los métodos experimentales empleados para la determinacion de la estabilidad de una macromolécula
involucran el aumento progresivo de la temperatura del sistema o la adicion de agentes desnaturalizantes al
medio (ej. urea, cloruro de guanidinio). El andlisis estadistico de los datos resultantes dan a conocer la
temperatura media de fusién (T) o la energia libre (AG) del cambio entre los estados plegado y desplegado de
la macromolécula (ver Esquema 9.3).%°% Los parametros térmicos y energéticos también permiten determinar si
una proteina mutante aumenta o disminuye la estabilidad de la estructura al compararse con los datos de la
proteina silvestre (Wild type, WT). Al relacionar la energia libre de la proteina WT (AG;) con el de la mutante
(AG3) es posible calcular la doble diferencia de energia libre (AAGmutacisn = AG1 — AG3), cuyos valores positivos se
relacionan con mutaciones desestabilizadoras y los negativos a las estabilizadoras.

Actualmente, existe una gran variedad de métodos computacionales que predicen el AAGmytacisn COMO
resultando de reemplazos simples o mdultiples de aminoécidos en una proteina;?*® sin embargo, la herramienta
MPddG del programa Rosetta es la Unica que intenta predecir el efecto de mutaciones en proteinas
membranales.” En este trabajo se propuso implementar el método de transmutacidn atémica (PMX),

previamente descrito por Gapsys y colaboradores?*>2>°

con proteinas solubles en agua, para su uso en proteinas
membranales (Seccion 6.1 del Apéndice VI). Dada la complejidad de simular el mecanismo de desnaturalizacion
de una proteina, en este método se calcula la energia libre asociada a la transicién del residuo de interés de su
forma WT a la mutante a partir de los estados desplegado (AGs) y plegado (AG.) (ver Esquema 11.1). Previo a su
implementacién en el complejo GS-C99, los parametros y tiempos de simulacidn empleados fueron estudiados:
(1) la cristalina yD de humano (HsCRYGD), dos proteinas de barril B de la membrana externa de Escherichia coli

(EcOmpA y EcOmpLA) y una proteasa intramembranal de E. coli (EcGlpG) (Seccidn 6.2 del Apéndice V).

Ciclo termodinamico Sistemas
| Métodos alquimicos [ Transmutacién atémica ] I lv ‘
AG; Soluble en agua Proteinas de membrana

Desplegada’T —— Desplegadamutante
HsCRYGD EcOmpA | EcOmpLA EcGIpG GS-C99

AG, l l AG2 [Agua] [DMPC | DLPC] [POPE] [POPC]

[ ]
Pl d WT 4 Pl dgmutante [ ¥
—_—
cgada egada | Caloulo de AAG i E=

Esquema 11.1. Diagrama general de trabajo empleado para la prediccion del efecto de mutaciones en diferentes sistemas.
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XI.1. Metodologia

(a) Preparacion de los modelos. Para la construccidén del complejo GS-C99, se utilizé como molde la estructura
de crio-EM de y-secretasa con clave 5FN3.7° Como se mencioné en la seccidn de antecedentes, esta estructura
se resolvid con un péptido sin secuencia definida (cadena de polialaninas) similar al sustrato C99. Con base en
un analisis de similitud de la estructura secundaria del péptido C99 utilizado en el capitulo anteriory la prediccién
de estructura terciaria con el programa Modeller v9.17, fue posible asignar la secuencia de aminoacidos 15 a 41
adicho péptido. Aligual que con el complejo GS-DAPT, se decidié omitir la regién NCT-ECD para reducir el tamafio
del sistema y asi poder optimizar el tiempo de computo. Ademas, se considerd el estado protonado del residuo
catalitico Asp385, puesto que los resultados de pH-REMD reportados por nuestro grupo de investigaciéon
demuestran que este se encuentra protonado durante el acoplamiento de C99.° El modelo final de GS-C99 se
orientd con respecto a una bicapa lipidica de referencia con el servidor OPM.

(b) MD atomistica. El complejo GS-C99 se sometid a 200 ns de simulacion de MD atomistica empleando el
campo de fuerza AMBER99SB-ILDN implementado en el programa GROMACS 5.1.4. Con base en la informacion
experimental y en estudios previos de dinamica molecular, se embebid a la proteina en una bicapa lipidica de
POPC.8%15¢ E| complejo proteina-membrana se construyé con la herramienta membrane builder'® del servidor
web CHARMM-GUI, Para estas simulaciones se utilizé la misma metodologia de preparacién, produccién,
parametros y condiciones (310 Ky 1.0 bar) descritas en el Capitulo VIl de este trabajo. Finalmente, se llevé a cabo
un analisis de agrupamiento basado en el RMSD de la cadena principal de GS-C99 (cut-off = 0.15 nm) para la
seleccion de la estructura mas representativa de los ultimos 100 ns de simulacién. Se extrajo Unicamente la
conformaciéon mas representativa del complejo GS-C99 para su uso como modelo inicial durante los calculos de

energia libre.

EstadoA | | NVT(2)+ J wmp | 100 snapshots || _ A=021
“w (h=0) NPT (4) (50 ns) (40 - 50 ns) el
& &
Tripéptido, o%
258 : P .
0.2 s e LS A s Estado B NVT (2) + | ™MD ,| 100 Snapshots . EMA+_N1P'?+OMD
é e - NC‘T—T_’M‘T- : A=1) NPT (4) (50 ns) (40 — 50 ns) (200 ps)

Esquema 11.2. Diagrama general de trabajo empleado para el cilculo de AAG de las mutantes del complejo GS-C99.

(c) Cdlculos de energia libre. Se recopilaron los datos de AT, de las mutaciones Y115H, M139V, G384Ay L435F
del sistema GS-C99 relacionadas con la inestabilidad del complejo.?! Para esta proteasa se empled el modelo de
2-sistemas/1-caja, posicionando al tripéptido en la misma membrana lipidica que la de la proteina (ver Esquema
11.2). El tripéptido se colocd a una distancia aproximada de 3.0 nm respecto a la proteina, manteniendo la misma
posicion en el eje Z que la del residuo a transmutar en la proteina y restringiendo la movilidad del Ca del residuo
central del tripéptido y el del residuo Leu226 de la proteina. Para la preparacion del sistema fue necesario

construir la membrana con el método de expansion/ensamble de lipidos implementado en el programa
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InflateGRO.¥ Se llevaron a cabo varios ciclos de ensamble de lipidos antes de colocar al tripéptido en la posicidn
correspondiente. El sistema se solvaté usando el modelo de agua TIP3P y neutralizé con una solucién de NaCl
0.15 M. Los estados A (Proteasawr + tripéptidomutante) y B (Proteasamutante + tripéptidowr) se sometieron a
minimizaciones energéticas y a los equilibrios antes descritos para proteinas membranales, empleando los
mismos parametros y tiempos de simulacion (ver Capitulo VII). A los equilibrios le siguieron simulaciones de 50
ns de MD para cada estado usando el campo de fuerza AMBER99SB-ILDN implementado en la paqueteria de
GROMACS 4.6.7. De los ultimos 10 ns de simulacidon de cada sistema se extrajeron 100 conformaciones
(snapshots), las cuales se minimizaron y equilibraron previo a la realizacién de 100 transiciones alquimicas
independientes de 200 ps. Para estas transiciones se empled el potencial soft-core (sc) y un A inicial de 0 (AA =
0.00001) y 1 (AA =-0.00001) para los estados Ay B, respectivamente. Finalmente, la doble diferencia de energia

de las mutaciones se calculd con el método CGI.2%°

XI.2. Resultados y Discusion

Actualmente se conocen mds de 300 mutaciones en el gen PSEN1 relacionadas con el desarrollo de la
enfermedad de Alzheimer.1% Se sabe que varias de estas mutaciones inducen cambios conformacionales en el
componente PS1 que alteran su asociacion con el sustrato C99, resultando en la pérdida parcial o total del
procesamiento proteolitico.?®! El cambio en la estabilidad de las variantes de PS1 se debe principalmente a la
presencia de residuos hidrofilicos en la regién transmembranal que desacoplan las interacciones hidrofébicas
del complejo de y-secretasa con la membrana.?®? Este desacoplamiento modifica el modo de unién del sustrato
en el sitio activo, lo que conlleva a un cambio en el sitio de corte y, por tanto, al aumento en la relacidn
AB42/AB40 o pérdida de la actividad proteolitica.?%*?% Un estudio realizado por Sun et al.?®> reporté que de 138
mutaciones reportadas de PS1 el 75 % (104 variantes) reducian la produccién tanto de AB42 como de AB40y el
25 % restante (34 variantes) aumentaban la produccion de AB42, pero sélo 13 de estas mutaciones
incrementaban significativamente la relacién AP42/AB40. Recientemente, el grupo de Chéavez-Gutiérrez®?
demostré, mediante estudios de termoestabilidad, que la presencia de mutaciones desestabilizadoras en el
componente PS1 alteran la asociacién del complejo de y-secretasa con intermediarios peptidicos de AR (GS-C99),
disminuyendo su procesividad y promoviendo la formacién del péptido amiloidogénico AB42. Por el contrario, la
presencia de mutaciones estabilizadoras se asocié al aumento en la procesividad de los subproductos y a la
formacién de péptidos no tdxicos mas cortos (AB38 y AB40).

Con el fin de caracterizar el efecto de las variantes de PS1 estudiadas por Chavez-Gutiérrez y colaboradores®!
en la estabilidad termodinamica del complejo GS-C99, se empled la metodologia de transmutacion alquimica
para proteinas de membrana implementada en el presente trabajo de tesis (ver Apéndice VI). Para llevar a cabo
este estudio, se empled como modelo inicial al complejo de y-secretasa 5FN3 sin el NCT-ECD, reemplazando la
cadena de polialaninas del péptido sustrato encontrado en el sitio activo de PS1 por el segmento de aminodcidos
15 a 41 de APP (C9915.41). Con base en los resultados de pH-REMD de nuestro grupo de investigacidn, se considerd
la forma protonada del aspdrtico catalitico Asp385 durante la construccidn y preparacién del modelo. El modelo
final se sometidé a una simulacidon de MD atomistica de 200 ns para estudiar la estabilidad del complejo GS-C99 y

caracterizar las interacciones y alteraciones en el ensamble a través del tiempo (ver Figura 11.1).
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Figura 11.1. Caracterizacion dindmica de la forma protonada del complejo GS-C99. Graficos de RMSD de la cadena principal
del complejo de y-secretasa (GS), y C99. (B) RMSF de cadenas laterales por residuo de PS1 en el intervalo 100 a 200 ns de
las simulaciones atomisticas de 5FN3 en su forma desacoplada (PS1) y acoplada con C99 (PS1-C99). El grafico inferior
muestra la diferencia de los valores de RMSF de PS1-C99 respecto a PS1. (C) Distancia minima de los residuos de aspartico
cataliticos respecto a C99 (Dasp-ce9). (D) Distancia entre los asparticos (ddasp) e interaccidn entre ambos residuos mediada
por la formacién de un puente de hidrégeno directo (HBp2s7-p3s5) y un puente mediado por una molécula de agua (HBpzs7-
H20-p385). (E) Contribucidn a la energia libre de unién (AGunien) por residuo de la interaccion de C99 con PS1 calculado con el
método de MM-PBSA en los lapsos de tiempo (t) 0 a 5, 95 a 100 y 195 a 200 ns de la simulacidén atomistica de 200 ns del
complejo GS-C99. (F) Representacidn 3D de la regidn transmembranal del complejo de y-secretasa en donde se colorean los
aminoacidos del componente PS1 con mayor contribucién a la energia libre de unién de C99. El cédigo de color de la figura
muestra el rango de mayor (rojo) a menor (azul) contribucidn por residuo a la interaccion PS1-C99. La tabla debajo de la
figura muestra la contribucion a la energia libre de unidn por residuo y su error asociado en los ultimos 5 ns (195 a 200 ns)

de la simulacion atomistica del sistema GS-C99.
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Los graficos de RMSD mostrados en la Figura 11.1A confirman la estabilidad del complejo GS-C99 durante la
simulacion, observdndose Unicamente una ligera perturbacion de C99 en los ultimos 25 ns. Por su parte, el
analisis de RMSF (Figura 11.1B) muestra que la asociacién de C99 con PS1 disminuye la flexibilidad del asa HL1 y
aumenta la movilidad del segmento C-terminal de TM2 y del sitio PAL (asa entre TM8 y TM9). Este
comportamiento también se observa al simular el complejo GS-C99 en el estado desprotonado de los residuos
de aspdrtico cataliticos (ver Figura A5.13 del Apéndice V). Cabe mencionar que las fluctuaciones en la flexibilidad
de HL1 vy en el sitio PAL son muy similares a las observadas durante la interaccidn de DAPT con el sitio activo, lo
gue sugiere una alta relacién entre la movilidad de estas regiones y la actividad proteolitica del complejo. La
simulacion del complejo GS-C99 también mostré que el sustrato se mantuvo préximo a los asparticos cataliticos
(Dasp-co9 < 6.0 A) durante los ultimos 150 ns del tiempo simulado (Figura 11.1C). Ademas, los residuos cataliticos
se mantuvieron a una distancia menor a 5.0 A entre ellos (ddasy) durante el 72.6 % de la simulacién, formando
ademas un puente de hidrégeno entre el dcido carboxilico del Asp385 y el carboxilato del Asp257 el 64.5 % del
tiempo y un puente con una molécula de agua durante el 19.1 % de la simulacién (Figura 11.1D). Este resultado
demuestra que, a diferencia del inhibidor DAPT, la presencia del sustrato C99 en el sitio activo favorece la
activacion del componente PS1 para su procesamiento. Finalmente, el analisis de la contribucién a la energia
libre de unién mostrado en las Figuras 9.10E y F permitid identificar los 20 aminoacidos de PS1 que favorecen la
interaccion con el sustrato C99. De estos residuos, los de mayor contribucién se localizaron en la regién N-
terminal de TM7 (i.e. G378, L383 y K380), interactuando con la estructura desplegada del segmento C-terminal
de C99. Por otro lado, el segmento helicoidal de la region transmembranal de C99 mantuvo el mayor nimero de
contactos favorables con los residuos localizados en TM2, TM3 y TM5. Es interesante mencionar que varios de
los residuos identificados presentan mutaciones asociadas al desarrollo temprano de la enfermedad de
Alzheimer, cuyas variantes son: G378E/V, L166H/P/R/V, M233I/T/V, M146l/L/V, L173F/W, F177L/S, 1168T,
L226F/R, 1143F/M/N/T/V, y W165C/G.% Nuestro estudio sugiere que la modificacién en el patrén de corte de
C99 causado por estas mutaciones puede deberse a que el cambio en el perfil de interaccién del sustrato con el
sitio altera directamente su modo de unién y orientacion.

El estudio realizado por el grupo de Chavez-Gutiérrez?! mostré que la desestabilizaciéon del complejo GS-C99
por mutaciones puntuales en PS1 afecta la actividad de endopeptidasa y carboxipeptidasa de la enzima.?! La
funcion de endopeptidasa involucra el corte inicial en el sitio € para la formacién de los fragmentos C99 y AICD,
mientras que la actividad de carboxipeptidasa se presenta cuando la enzima realiza el procesamiento secuencial
de la regién C-terminal de C99 para dar lugar a los péptidos AB. En ese trabajo de investigacidn se estudiaron a
las mutaciones P88L, Y115H, M139V, L166P, R278l, E280A, G384 y L435F del componente PS1. Estas variantes
mostraron un orden ascendente de estabilizacidn similar durante la evaluacidn de su actividad de endopeptidasa
(P88L < L166P < L435F < G384A < R2781 < Y115H < M139V < E280A) y carboxipeptidasa para la formacion de la
isoforma AP42 (L166P < G384A < Y115H < M139V < E280A). De esta ultima funcidn no se reportaron los valores
de desnaturalizacién térmica para las mutaciones P88L, R278| y L435F.

Para estudiar el efecto en la estabilidad termodinamica de estas mutaciones en el complejo GS-C99, se tomé
como modelo inicial a la estructura mas representativa de los ultimos 100 ns de la simulacion atomistica. Dado

que el complejo mantiene una forma semi-desnaturalizada activa durante los ensayos, para los cdlculos de
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estabilidad con el método de PMX se posiciond al tripéptido que mimetiza la forma desplegada en la membrana
lipidica, manteniendo la misma posicidén en el eje Z que la del residuo correspondiente en la proteina. Para este
trabajo se descartaron a las variantes P88L y L166P debido a que involucran la transmutacion de un residuo de
prolina, que no es posible realizar hasta el momento empleando métodos alquimicos. Por su parte, la ausencia
de la region C-terminal de TM6 en el modelo 5FN3 no permitié la preparacion de las variantes R2781 y E280A. En
la Figura 11.2 se muestra la representacion en 3D de las mutaciones Y115H, M139V, G384A y L435F en el
componente PS1 y los datos experimentales de desnaturalizacidon térmica (ATm_exp wt-m:) asociados a la
produccién de los péptidos AICD (endopeptidasa) y AB42 (carboxipeptidasa). Ademas, en la tabla de esta figura
se reporta la doble diferencia de energia obtenida con el método de PMX (AAGcqi) y los valores de AT,, calculados
a partir de la ecuacidon de Rees y Robertson?® (ver seccién 6.2.1 del Apéndice VI). A pesar de haber utilizado la
misma metodologia y pardmetros que los establecidos durante los ensayos de estabilidad termodindmica con
las proteinas de Escherichia coli (EcCOmpA, EcCOmpLA y EcGlpG, ver Apéndice VI), los resultados obtenidos para el
complejo GS-C99 muestran que no hay relacién entre los datos calculados y los experimentales. Mas aun, los
datos calculados presentan una relacidn inversa con los experimentales, donde la mutacién mas
desestabilizadora de la actividad de carboxipeptidasa (i.e. G384A) se predice como la menos desestabilizadora
(menor AAG), mientras que la variante mas estable del complejo (i.e. M139V) predice el mayor
comportamiento desestabilizador (mayor AAG.q.). Teniendo en cuenta que el método es predictivo para otras
proteinas de membrana, la disparidad entre los datos con el complejo GS-C99 sugiere que debe replantearse el
modelo utilizado para la correcta prediccion. Uno de los factores mds importantes a considerar y, por el cual,
posiblemente ocurrid esta disimilitud entre resultados, es el tamano del segmento de C99 empleado durante el
estudio. Por lo tanto, resulta importante establecer de forma inicial la estructura completa de C99 en el sitio

activo para realizar los estudios de transmutacidn alquimica.

ATm_exp_Wt-Mt ATm_exp_Wt-Mt

Mutacién [AICD] [AB42] (kfﬁl?;';l) AT(;“E;"“
(°C) (°C)
Y115H 7.7 7.7 0.91+0.32 1.7
M139V 6.9 6.8 1.87+0.21 3.6
G384A 12.2 9.4 0.29+0.11 0.6
L435F 12.5 ND 0.84 +0.43 1.6

Figura 11.2. Representacién de la estructura 3D de la regidén transmembranal del complejo GS-C99 donde se colorean los
residuos mutados durante el estudio de transmutacidn alquimica: Y115 (purpura), M139 (azul), G384 (cian) y L435
(mostaza). La tabla reporta los datos experimentales de desnaturalizacion térmica (ATm_exp_wT-mt) asociados a la formacién
de los péptidos AICD y AB42, y los valores de la doble diferencia de energia libre (AAGcar) y desnaturalizacién térmica
(ATm_calc) calculados con el método de PMX para el complejo GS-C99.
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XIl. Hallazgos importantes

Xll.1. Andlisis estructural de la enzima y-secretasa

- El dominio extracelular de NCT presenta 18 sitios con alta probabilidad de experimentar modificaciones
postraduccionales de N- u O-glicosilacion.

- Ladistancia entre los residuos de aspartico cataliticos (ddasp) y el angulo de inclinacidn de TM6 relativo al
vector normal de la membrana (/rws) son parametros de orden fundamentales para la descripcidon de la
forma inactiva (estado 1, ddas, > 5.0 A e Ivs > 15°) y activa (estado 2, ddas, < 5.0 A e Irys < 15°) del
componente PS1.

- El componente APH-1A presenta una baja similitud en su topologia y distribucion de residuos en
comparaciéon con los GPCRs, a pesar de estar igualmente constituido por siete TMs y una hélice
yuxtamembranal.

- La secuencia de aminodcidos de la hélice reentrante de PEN-2 difiere de la informacidn de las bases de

datos utilizadas para la prediccidon de estos motivos.

XII.2. Caracterizacion dindmica de la enzima y-secretasa

- Es necesario que uno de los residuos de aspartico cataliticos se encuentre en el estado monoprotonado
(neutro) y el otro en el estado desprotonado (carga negativa) para la activacion del componente PS1, esto
como resultado de la formacidon de un puente de hidrégeno intramolecular y la coordinaciéon de una
molécula de agua entre los residuos de aspartico cataliticos.

- El dominio extracelular de NCT presenta dos movimientos principales que podrian estar relacionados con
el reconocimiento y reclutamiento del sustrato, los cuales son: “arriba/abajo” y “rotacion”. El primero de
ellos fue caracterizado inicialmente por el grupo de Chavez-Gutiérrez'® mediante estudios de crio-EM,
donde se definieron las conformaciones compacta, intermedia y extendida también observadas en este
trabajo. Ninguno de los dos movimientos observados en NCT presentd una relacion directa con el estado
de activacién de PS1.

- Elcomponente APH-1A exhibe una cavidad hidrofilica que puede almacenar moléculas de agua y cationes
Na* y Ca?*, permitiendo el flujo ocasional de Unicamente moléculas de agua a través de su estructura.
Ademds, el ingreso de moléculas de agua a la cavidad mostré no tener relacion con el estado de activaciéon

del componente PS1.

XI1.3. Sitio de reconocimiento del sustrato en el complejo de y-secretasa

- El analisis estructural y dindmico de la interaccién de los sustratos C99 y Notch-1 con el complejo de y-
secretasa permitid determinar que C99 tiene una mayor probabilidad de unirse al sitio SBS2 (PS1 — PEN-
2) identificado por Fukumori y Steiner’®, mientras que Notch-1 tiene una mayor preferencia por la unién
al sitio SBS1 (PS1 — APH-1A) descrito por el grupo de Tomita e Iwatsubo”.
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- La predileccidon de los sustratos por diferentes sitios de unién a la enzima se relacioné a la presencia de la
hélice yuxtamembranal de C99 y a su ausencia en Notch-1.

- La informacidn generada sugiere que el mecanismo de accidn de los GSMs ST1120 y NGP55 es a través
del bloqueo directo de la interaccién de GS-C99 al presentar un sitio de unién cercano a SBS2, explicando

ademas la razén por la cual no afectan el reconocimiento y procesamiento de Notch-1.

XI1.4. Factores que modifican la actividad del componente PS1 de y-secretasa

- Los lipidos con grupos formadores de puentes de hidrégeno (POPE) o carga negativa (POPA) en sus
cabezas reducen la movilidad del asa HL1 y la flexibilidad de la region transmembranal de la enzima debido
a sus interacciones con los residuos polares y cargados. El aumento en el grosor de la membrana y la
ausencia o cambio en la posicidn de las insaturaciones en las cadenas alifaticas reducen la probabilidad
de que PS1 alcance el estado activo. El incremento de la presién en la regién transmembranal, como
resultado del aumento en la concentracion de moléculas de colesterol en la membrana, favorecen la
formacion del estado activo de la enzima. Sin embargo, este incremento conlleva a la pérdida de la
flexibilidad del sistema, disminuyendo a su vez la probabilidad de ingreso del sustrato al sitio activo. La
presion en la regién transmembranal en bicapas lipidicas con alta concentracién de colesterol disminuye
cuando se usan mezclas heterogéneas de lipidos similares a las presentes en las balsas lipidicas. Ademas,
estas mezclas de lipidos favorecen la formacién del estado compacto del complejo debido a la interaccidn
con el dominio extracelular de NCT.

- La preferencia del inhibidor DAPT por la superficie de la bicapa lipidica de POPC sugiere que este
compuesto ingresa al sitio activo a través de TM2 y TM3 de PS1 via su difusiéon en la membrana. La
presencia de este compuesto en el sitio activo bloquea la interaccidn entre los residuos de aspartico
cataliticos, favoreciendo la formacion del estado desprotonado de sus residuos e impidiendo su
interaccion.

- Es posible predecir la estabilidad termodinamica de proteinas membranales mediante el uso de métodos
alquimicos de transmutacidon atdmica; sin embargo, para describir el efecto de mutaciones en la
estabilidad y actividad de y-secretasa se requiere del uso de un modelo completo de C99 acoplado en el
sitio activo de PS1 en el complejo enzimatico.
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XIll. Conclusiones

El empleo de métodos computacionales permitid describir el ensamble estructural del complejo de y-
secretasa y caracterizar su comportamiento dinamico en presencia de diferentes factores externos e internos

que pueden modificar su actividad de aspartil proteasa.

Las estructuras de crio-EM de la enzima y-secretasa depositadas en el PDB proporcionaron informacion

relevante con relacién a la composicién y distribucién conformacional de sus cuatro componentes.

Por medio de la aplicacidn de diferentes aproximaciones de dindmica molecular fue posible caracterizar el
comportamiento dindmico del complejo en una membrana de POPC. Las simulaciones con resolucidén de todos
los atomos y de grano grueso proporcionaron informacion relevante para comprender el mecanismo de

activacion del componente PS1.

El uso de herramientas de acoplamiento molecular proteina-proteina y simulaciones de dindmica molecular
permitieron describir el sitio de unidn inicial de los sustratos C99 y Notch-1 al complejo de y-secretasa, dando

ademas una posible explicacidn a la modulacién selectiva en la produccion del péptido AB.

El empleo de metodologias de dinamica molecular multiescala permitieron determinar las alteraciones en el
ensamble y dinamismo del complejo de y-secretasa durante el estudio de diferentes composiciones de lipidos
en la membrana, la presencia del inhibidor DAPT en el sitio activo y mutaciones en la secuencia de la subunidad
catalitica PS1.

En este estudio fue posible caracterizar el comportamiento dindmico de la enzima y-secretasa, aportando
informacion relevante acerca del mecanismo de activacidn, unién al sustrato y factores que afectan su funcion
proteolitica. Esto ultimo contribuird a la comprensién de la funcidn y estructura de la enzima para el disefo de

nuevos agentes moduladores para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.
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XIV. Perspectivas

Los resultados de dinamica molecular multiescala reportados en esta tesis contribuyen a la comprensién del
ensamble estructural y dindmico del complejo de y-secretasa, proporcionado informacion relevante acerca de la
influencia de factores externos e internos en la activacion de la enzima. El producto de este trabajo también
derivé en planteamiento de nuevas interrogantes, las cuales seria imperativo abordar para enriquecer el

entendimiento de la funcidn del complejo enzimatico:

- Construir un modelo del complejo de y-secretasa que incluya el asa intracelular que conecta a TM6
y TM7 del componente PS1 (aminodcidos 264 a 377). Utilizando esta estructura como modelo inicial,
estudiar el comportamiento de la regidon intracelular en el estado inmaduro y maduro de la enzima

mediante simulaciones de dinamica molecular multiescala.

- Determinar si existe alguna relacion directa entre la formacién del canal de APH-1A y la activacion
de la enzima. Asimismo, resultaria interesante estudiar si la isoforma 1B tiene la capacidad de formar

la cavidad central y el canal de agua.

- Caracterizar mediante estudios de muestreo de sombrilla (umbrella sampling) el posible sitio de

ingreso del sustrato C99 al sitio activo de la enzima.

- Estudiar el efecto del pH y la presencia del sustrato en el sitio activo en los estados de protonacién

de los residuos de aspartico cataliticos.

- Construir un modelo de y-secretasa que contenga la estructura completa de C99 en el sitio activo
para predecir la estabilidad termodinamica de variantes de PS1 con la metodologia de transmutacion

atémica descrita en este trabajo.

- Realizar simulaciones de dinamica molecular del modelo anterior con la metodologia de QM/MM

para describir el mecanismo de accién de la enzima.

- Identificar y caracterizar el sitio de uniéon de moduladores de y-secretasa utilizando diferentes
herramientas de modelado molecular. Asimismo, se propone identificar nuevos compuestos
bioactivos que modulen la actividad de la enzima mediante la realizacion de estudios de relacién

cuantitativa estructura-actividad (QSAR, por sus siglas en inglés).

- Emplear las nuevas estructuras determinadas por crio-EM de y-secretasa con los sustratos C99 (PDB:
61YC%7) y Notch-1 (PDB: 61DF%%®) para determinar el efecto de las mutaciones de PS1 en la estabilidad

del complejo utilizando la metodologia de PMX descrita en este trabajo.

Los resultados que se generen a partir de estos estudios proporcionaran una vision mas general del
comportamiento del complejo de y-secretasa, asi como también contribuiran al disefio racional de nuevos

farmacos para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.
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XVI.1. Apéndice |

En las Tablas A1.1y A1.2 se enlistan las mutaciones reportadas en la proteina precursora amiloide (APP) y en

la subunidad catalitica Presenilina (PS1) de la enzima y-secretasa relacionadas con la aparicion de la enfermedad

de Alzheimer.

Tabla Al1.1. Mutaciones reportadas en la proteina precursora amiloide
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Tabla A1.2. Mutaciones reportadas en la subunidad PS1 de y-secretasa
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XVI.2. Apéndice Il

En este apéndice se reporta la informacidn complementaria al analisis estructural de la enzima y-secretasa.
Las Figuras A2.1 a A2.4 muestran la secuencia de aminoacidos de cada subunidad con la informacién de

estructura secundaria correspondiente. Las secuencias se encuentran coloreadas con base en las estructuras

terciarias mostradas en la parte inferior de cada imagen.
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Figura A2.1. Representacion de la secuencia de aminoacidos, estructura secundaria y terciaria del componente PS1. Los
residuos de aspartico cataliticos se encuentran coloreados en rojo, mientras que en los recuadros azules (aminoacidos 289

a 292) se enmarcan los dos sitios en donde se lleva a cabo el corte autoproteolitico.
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Figura A2.2. Representacion de la secuencia de aminoacidos, estructura secundaria y terciaria del componente NCT.
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Figura A2.3. Representacion de la secuencia de aminoacidos, estructura secundaria y terciaria del componente APH-1A.
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Figura A2.4. Representacion de la secuencia de aminoacidos, estructura secundaria y terciaria del componente PEN-2.
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XVI.3. Apéndice Il

Este apéndice contiene informacién complementaria a los estudios de dinamica molecular (MD) atomistica
(AA) y de grano grueso (CG) de los estados desprotonados (Asp’) y monoprotonados (Asp-Has7 y Asp-Hsss) de PS1
en los complejos de y-secretasa derivados de 5FN2 y 5FN3. Los resultados se exponen de acuerdo con las
siguientes secciones: (1) estados conformacionales de PS1, (2) movimiento del dominio extracelular de NCTy (3)

formacidn del canal de agua en APH-1A.

XVI.3.1. Estados conformacionales de PS1

Para el andlisis de RMSD, RMSF e inclinacién y torsiéon de las hélices transmembranales (TMs) en las
simulaciones de CG se promedié la informacion de las 50 trayectorias de 1 ys para cada uno de los seis sistemas
evaluados. En los diagramas de fluctuaciones por residuo se calculd la diferencia (ARMSF) entre el RMSF del
estado protonado (RMSFasp-n) con el RMSF del estado desprotonado (RMSFas-). La curvatura de las TMs se graficd

en funcién del total de pasos de simulacidon (frames) de las 50 trayectorias.
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Figura A3.1. RMSD promedio de las 50 trayectorias de CG en los tres estados de protonacién de los complejos de y-secretasa
(5FN2 y 5FN3) y de sus componentes: NCT (morado), PS1 (verde), APH-1A (naranja) y PEN-2 (amarillo).
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Figura A3.2. RMSF promedio por residuo y ARMSF de las 50 trayectorias de CG en los tres estados de protonacidn de los
complejos de y-secretasa derivados de 5FN2 y 5FN3.
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Figura A3.3. Distribucién del promedio de los dngulos de inclinacidn de las TMs (/m) de las 50 trayectorias de CG en los tres
estados de protonacién de los complejos de y-secretasa 5FN2 (gris) y 5FN3 (color). En negro se muestra el rango de valores
provenientes de las estructuras de crio-EM.
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Figura A3.6. Promedio del angulo de torsion por residuo de las 50 trayectorias de CG en los tres estados de protonacion de

los complejos de y-secretasa derivados de 5FN2 y 5FN3.
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Figura A3.7. Representacidon esquematica de las regiones con mayor (rojo) y menor (azul) angulo de torsidn con base en la

informacién de las trayectorias de simulacion de AA y CG de los sistemas derivados de 5FN2.
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APENDICE II

XVI1.3.2. Movimiento del domino extracelular de NCT

En la Figura A3.8 se muestra el analisis conformacional de los dos primeros componentes (PCs) del PCA de la
simulacion de 5 ps del modelo de EINeDyn, asi como la distribucién de las conformaciones compacta, intermedia
y extendida presentes en esta simulacion y la de 5 pus del modelo de Martini. La Figura A3.9 muestra los diagramas
de distribucién provenientes de la comparacién de la distancia entre el centro geométrico de la “tapa” y el

residuo Glu333 (ddiaps-£333) del ECD con el angulo diedro que describe la rotacion del I6bulo mayor del ECD de
NCT (dihncr).

Intermedia Extendida

PC1 PC2 Compacta

Conformaciones (%)
O = N W & 00 O N ®
1

A “,Wm

9.5 10.0 10.5 1.0 1.5 12.0
L 3 Tamafo del complejo (nm)

giro | arriba/abajo 5FN2-NCT-Martini i 5FN2-NCT-EINeDyn

Figura A3.8. (A) Representacion de puercoespin de los primeros componentes del PCA (PC1 y PC2) obtenidos de la
simulacién de 5 ps del modelo de EINeDyn que describen la “rotacion” o “giro” y el movimiento de “arriba/abajo” del ECD

de NCT. (B) Distribucién de las conformaciones compacta, intermedia y extendida proveniente de las simulaciones de 5 us
de los modelos de EINeDyn y Martini.
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Figura A3.9. Distribucidn la distancia entre el centro geométrico de la “tapa” y el residuo Glu333 (ddtapa-£333) del ECD con el
angulo diedro que describe la rotacion del [6bulo mayor del ECD de NCT (dihncr) de las 50 trayectorias de CG en los tres
estados de protonacion de los complejos de y-secretasa 5FN2 y 5FN3.
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APENDICE III

XVI.3.3. Formacion de la cavidad de agua en APH-1A

En la Figura A3.11 se muestra el nimero de moléculas de agua identificadas en la cavidad de APH-1A durante
las simulaciones atomisticas de los sistemas 5FN2 y 5FN3. La Figura A3.11 muestra la distribucién de probabilidad
de la presencia de moléculas de agua en APH-1A de las simulaciones de CG. La informacion complementaria a la
caracterizaciéon del canal de agua en la simulacién atomistica de 5FN3 y los resultados provenientes del estudio
de Umbrella Sampling (US) se presenta en las Figuras A3.12 a A.15. En las Figuras A3.16 y A.17 se expone la
informacioén referente a la interaccion del ion Na* con la cavidad superior de APH-1A. Los cambios en la
inclinacion, curvatura y torsion de las TMs en APH-1A durante las simulaciones atomisticas se reportan en las
Figuras A3.18 a A3.21. Finalmente, la Figura A3.22 muestra los histogramas de las configuraciones empleadas

para el estudio de US en la caracterizacion del canal de calcio.
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Figura A3.10. NUumero de moléculas de agua identificadas en la regidon transmembranal de APH-1A durante las simulaciones
atomisticas de los sistemas 5FN2 y 5FN3 de y-secretasa.

5FN2 (CG) 5FN3 (CG)

1.8 1.0
< (i
€ .
£ 00 & 085
g -0.6 < S
= =12 06 &

18 v 3
= (})g 2 0.4§
< 88 ];'::_ 0.2§
BTy <

-1.8 0.0

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Tiempo (ns) Tiempo (ns)

Figura A3.11. Diagramas distribucion del factor de ocupacion de moléculas de agua en APH-1A de las simulaciones de grano
grueso para la forma desprotonada (Asp’) y protonada (Asp-Hzss) del Asp385 en los sistemas 5FN2 y 5FN3.
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Figura A3.12. Posicidn de las moléculas de agua en funcion del tiempo que cruzan por APH-1A en los sistemas 5FN2 Y 5FN3.
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Figura A3.13. Representacion del radio del (A) Canal 1y (B) Canal 2 a los 150 ns de simulacidn atomistica en el modelo 5FN3.
El grafico de la izquierda muestra la posicién y radio de la esfera empleado para la descripcidon del canal mostrado en la
figura central. El grafico de la derecha muestra la misma informacién que el anterior, pero en este se colorean las barras del
histograma con base en los indices de hidropatia (IH) calculados con la escala de hidropatia de Kyte & Doolittle para los
residuos involucrados en la formacién del canal. La caracterizacién del radio de los canales se realizd con el servidor web
CHEXVIS (http://vgl.serc.iisc.ernet.in/chexvis/).
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A Primera seccién de los canales
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Figura A3.14. Representacion del radio de la (A) primera y segunda seccion del (B) Canal 1y (C) Canal 2 obtenido durante
los 1,000 ns de la simulacion atomistica del modelo 5FN3. El histograma representa el valor promedio del radio obtenido
durante el analisis, asi como el valor minimo y maximo del radio durante el tiempo simulado. El radio del atomo de prueba
fue de 0.08 nm, el cual corresponde al valor minimo calculado. Los graficos se encuentran coloreados en un rango de menor
(azul) a mayor (rojo) distancia del &tomo de prueba con respecto al poro de la region EC. Las estructuras tridimensionales a
la derecha de los graficos muestran la posicidn y disposicién espacial de los canales identificados. La caracterizacién del
radio de los canales a través del tiempo se realizé con el programa CAVER v3.0.
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Figura A3.15. Perfiles de potencial de fuerza media (PMF) e histogramas de las configuraciones en funcidén de la coordenada
de reaccion (§) de las moléculas de agua en el Canal 1 (H20-22879) y Canal 2 (H20-2318) extraidas de la simulacién atomistica
de 5FN3.
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Vista lateral Vista frontal
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Figura A3.16. Grafico y representacion de angulo diedro formado entre los &tomos CA-CB-OH-HG1 de Ser129 (dihsi29) del
componente APH-1A en la simulacién atomistica de 5FN3.
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Figura A3.17. (A) Posicidn en el eje Z del ion Na* que ingreso a la cavidad en funcidn del tiempo de la simulacién atomistica
de 5FN2. (B) Representacion de los aminoacidos involucrados en la interaccidn con el ion. (C) Nimero de contactos entre el
ion Na* y los residuos de His171, His197 y GIn83, asi como de la coordinacién con estos tres (HHQ), en APH-1A, y Tyr466 y
el carboxilo terminal de 1le467 (1467ct) de PS1y la coordinacién con ambos (Ylcr).
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Figura A3.18. Distribucion de los angulos de inclinacion de las TMs de APH-1A (/apH14-v) €n las simulaciones atomisticas de
5FN2 (gris) y 5FN3 (color). En negro se muestra el rango de valores provenientes de las estructuras de crio-EM.
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Figura A3.19. Curvatura de las TMs de APH-1A en funcion del tiempo de las simulaciones atomisticas de 5FN2 y 5FN3, y
comparacion con la informacién de las estructuras de crio-EM.
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Figura A3.20. Torsion de las TMs de APH-1A por residuo calculado a partir de las simulaciones atomisticas de 5FN2 y 5FN3,
y comparacion con la informacién de las estructuras de crio-EM.
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Figura A3.22. Perfiles de potencial de fuerza media (PMF) e histogramas de las configuraciones en funcién de la coordenada

de reaccién () de los iones Ca?* en el Canal 1 de los diferentes tautémeros (NE/ND) y protémero (NP) del niicleo de imidazol

de los residuos His171 e His197 en el modelo de 5FN3.
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XVI.4. Apéndice IV

En este apéndice se reporta la informacién complementaria a la caracterizacion de los posibles sitios de
reconocimiento de los sustratos C99 y Notch-1 por parte del complejo enzimatico de y-secretasa. La Figura A4.1
muestra los datos experimentales reportados por Fukumori y Steiner para la descripcidén del sitio inicial de
reconocimiento de C99 y el mecanismo de traslado hacia el sitio activo de PS1. En las Figuras A4.2 y A4.3 se
reportan los datos provenientes de la caracterizacion estructural y dindmica de los sustratos C99 y Notch-1
obtenidos a partir de simulaciones atomisticas de 100 ns. Por ultimo, las Figuras A.4.4 y A.4.5 contienen
informacién del nimero de contactos promedio de los sustratos C99 y Notch-1 para cada una las 20 réplicas de

los ultimos 3 ps de simulacion de grano grueso (CG) realizadas con el sistema 5FN2 del complejo de y-secretasa.
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Figura A4.1. Informacion experimental referente al porcentaje de unién de C99 (rojo/verde) a las subunidades PEN-2
(amarillo), NCT (verde) y los fragmentos N-terminal (PS1-NTF) y C-terminal (PS1-CTF) de PS1 del complejo de y-secretasa.
Los graficos se acompafian por una descripcidon esquematica de los diferentes sitios con los que entra en contacto C99
durante su traslado al sitio activo. En la primera seccién (arriba a la izquierda) se muestran los datos referentes al primer
sitio de reconocimiento de C99 que involucra la interaccidn de su segmento NT con PEN-2 y NCT. El esquema en la parte
inferior muestra el sitio de reconocimiento de la TM de C99 por parte de PS1-NTF y los residuos involucrados en la
interaccidn. La ultima seccién (arriba a la derecha) muestra la posicién final de C99 para ser ingresado y proteolizado en el

181

sitio activo. La informacién y esquemas fueron extraidos de las publicaciones de Watanabe’®, Fukumori’*y Kornilova
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Figura A4.2. Sustrato C99. (A) Representacién de la distribucion de los aminodacidos con propiedades hidrofébicas, carga,

aromaticos (Tyr, Trp, His y Phe) y modificadores de hélices transmembranales (Pro y Gly). (B) Grafico de RMSD de la

estructura completa de C991.99y los segmentos transmembranales (C991s.s5s y C992s.55). (C) RMSF por residuo de las cadenas

laterales del sistema C991.96. (D) Angulo de inclinacién de la hélice transmembranal C993s-ss. (E) Curvatura de C992s-ss durante

los 100 ns de simulacién. (F) Angulo de torsién por residuo del segmento yuxtamembranal y transmembranal (C991s.-ss).

Analisis de la estructura secundaria determinado por (G) porcentaje de residuos y (H) residuo a través del tiempo de

simulacién.
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Figura A4.3. Sustrato Notch-1. (A) Representacién de la distribucion de los aminoacidos con propiedades hidrofdbicas, carga,
aromaticos (Tyr, Trp, His y Phe) y modificadores de hélices transmembranales (Pro y Gly). (B) Grafico de RMSD de la
estructura completa de Notch-117211771y la hélice transmembranal (Notch-11733.1762). (C) RMSF por residuo de las cadenas
laterales del sistema Notch-11721-1771. (D) Angulo de inclinacidn de la hélice transmembranal. (E) Curvatura de la hélice
durante los 100 ns de simulacién. (F) Angulo de torsidn por residuo del segmento transmembranal. Analisis de la estructura
secundaria determinado por (G) porcentaje de residuos y (H) residuo a través del tiempo de simulacidn.
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Figura A4.4. Fraccion de contactos promedio calculado a partir de las 6 unidades del sustrato presentes en las 20 réplicas
de simulacién de CG del complejo de y-secretasa. Los graficos se dividen de acuerdo con los segmentos N-terminal (NT),
transmembranal (TM) y C-terminal (CT) estudiados para los sustratos C99 y Notch-1. El rango de colores indica los sitios de
mayor (1.0, rojo) a menor (0.001, azul) fraccién del nimero de contactos. La posicion del residuo se delimita por la barra de
cuatro colores que indica la regién perteneciente a NCT (violeta), PS1 (verde), APH-1A (naranja) y PEN-2.

Ar

Figura A4.5. (A) Representacion de la formacién de homomultimeros de C99 (azul, cian, verde, amarillo, naranja y rojo) y su
asociacion con el complejo de y-secretasa (gris) en la membrana de POPC (esferas blancas) durante las simulaciones de CG.
(B) Distancia maxima (Dmax) de y-secretasa en los sistemas con (azul y rojo) y sin sustrato (negro). (C) Representacion 3D
de la formacién de un dimero de C99 observado durante las simulaciones.
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XVI.5. Apéndice V

En las subsecciones de este apéndice se reporta informacién complementaria referente a los estudios de
dindmica molecular (MD) realizados para la caracterizacion de factores que alteran el ensamble conformacional
y actividad del complejo de y-secretasa. Los resultados se exponen de acuerdo con los siguientes apartados: (1)
efecto de la composicién de la membrana, (2) interaccién del inhibidor DAPT con el sitio activo de PS1 e (3)

inestabilidad de y-secretasa por mutaciones en PS1.

XVI.5.1. Efecto de la composicion de la membrana

Para el andlisis de RMSD, RMSF e inclinacién y torsiéon de las hélices transmembranales (TMs) en las
simulaciones de grano grueso (CG) se promedio6 la informacidon de las 20 trayectorias de 1.5 pus para cada uno de
los sistemas evaluados. En los diagramas de fluctuaciones por residuo de las simulaciones de CG y atomisticas se
calculé la diferencia (ARMSF) entre el RMSF de la simulacidn en membrana de POPC con el RMSF del sistema a

comparar.
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Figura A5.1. RMSD promedio de las 20 trayectorias de CG en los estados (A) desprotonado (Asp’) y (B) monoprotonado (Asp-
Hass) del sistema 5FN2 de y-secretasa (negro), y de sus componentes: NCT (morado), PS1 (verde), APH-1A (naranja) y PEN-
2 (amarillo), en las 12 bicapas lipidicas estudiadas.
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Figura A5.2. RMSF promedio por residuo y ARMSF (diferencia con POPC) de las 20 simulaciones de CG en el estado
desprotonado (Asp’) de Asp385 del modelo 5FN2 en los sistemas con membranas de POPC, POPE, POPA, DLPC, DPPC, DGPC,
POPC(80):CHOL(20), POPC(60):CHOL(40), POPC(40):CHOL(60) y las balsas lipidicas Raft 1, Raft 2 'y Raft 3.
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Figura A5.3. RMSF promedio por residuo y ARMSF (diferencia con POPC) de las 20 simulaciones de CG en el estado
protonado (Asp-Hsss) de Asp385 del modelo 5FN2 en los sistemas con membranas de POPC, POPE, POPA, DLPC, DPPC, DGPC,
POPC(80):CHOL(20), POPC(60):CHOL(40), POPC(40):CHOL(60) y las balsas lipidicas Raft 1, Raft 2 y Raft 3.
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Figura A5.4. RMSD de las simulaciones atomisticas con las membranas de POPC, POPE, POPA, POPC(60):CHOL(40) y la balsa
lipidica Raft 1 del sistema 5FN2 de y-secretasa (negro): NCT (morado), PS1 (verde), APH-1A (naranja) y PEN-2 (amarillo).
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Figura A5.5. RMSF por residuo y ARMSF (diferencia con POPC) de las simulaciones atomisticas con las membranas de POPC,
POPE, POPA, POPC(60):CHOL(40) y la balsa lipidica Raft 1 del sistema 5FN2 de y-secretasa.
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Figura A5.6. Distribucion conformacional de la distancia entre los residuos de aspartico cataliticos (ddasp) y el dngulo de
inclinacidn de TM6 (/rms) en funcidn del tiempo de simulacidn obtenido para las trayectorias de 1 us de CG del sistema 5FN2
Asp” evaluado a diferentes presiones en el plano XY (p).
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Figura A5.7. Representacion tridimensional de los mapas de distribucion de los sitios de unidn de lipidos LBS3 y LBS4, en

los que ademas se muestran los lipidos de DSPC resueltos en la estructura del PDB 5A63.
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Figura A5.8. (A) Evolucién temporal del grosor de la membrana POPC(60):CHOL(40) en la simulacién atomistica R1 con el
modelo de y-secretasa 5FN2 y (B) la distancia minima entre las moléculas de colesterol y los residuos de aspartico cataliticos

(Dasp-cHot) durante la misma simulacion.
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Figura A5.9. (A) Numero de moléculas de agua identificadas en el sitio activo y la cavidad de APH-1A durante las simulaciones
atomisticas del sistema 5FN2 de y-secretasa en membranas de POPC (negro), POPE (azul), POPA (rojo), POPC(60):CHOL(40)
(naranja) y Raft 1 (azul claro). (B) Los histogramas representan el valor promedio del radio obtenido durante el analisis de
la cavidad del sitio activo y la primera seccion del canal de APH-1A, asi como el valor minimo y maximo del radio durante el
tiempo simulado. El radio del &tomo de prueba fue de 0.08 nm para el sitio activo y 0.09 para el canal de APH-1A. Los graficos
se encuentran coloreados en un rango de menor (azul) a mayor (rojo) distancia del atomo de prueba con respecto a los
residuos de aspartico cataliticos.
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Tabla A5.1. Aminoacidos que constituyen los sitios de unién a lipidos (LBS) y colesterol (CBS)

S|t|o's’ de Subunidad Aminoacidos
union
PS1 1416, C419, L420, L423, L424, 1427, F428, K430, P433, 1437, F441, V444
SBS1
APH-1A L30, 133, A37, F40, F41, V44, L81, L82, V85, F86, F88, A89, K92, L93, K96, A97, L101, Y187,
L190, V194, L198
PS1 W203, V207, 1211, W215
SBS2
PEN-2 R16, K17, Y19, L20, G21, F23, F25, W30, Y56, W58, R59, V62, L65, F66, W67, 169, V70
LBS1 Ps1 Q112,1114,Y115,V142, M146, L149, W165, 1168, S169, L172, L173, F176, F177, M233,
V236, F237, Y240
LBS2 PS1 V125, R128, A129, L130, 1133, L134, 1140, 1143, E243, W244, 1248, 1249, V252, T256
ps1 V87,190, L91, V94, V95, A98, K101, S102, Y181, L182, Y189, L201, F205, R220, L221,
A224,1227, M228, W404, T407, 1408, F411
LBS3
PEN-2 F28, L31
NCT E667, L670, 1671, T674, V675, F677, G678, 1679, F682, 1685, V686, C689, 1690, K693, L697
LBS4
APH-1A P16, L20, Y119, L158, T159, F162, L169, F173, L215, Y218, V222, L226, F229, L236, R237,
1239, Q240, S242, L.243, L.244
CBS1 PS1 K160, V161, A164, W165, 1168, L171, L172, F175, F176
cBS?2 ps1 V125, A129, L130, 1133, L134, A136, 1140, V144, W244, 1248, 1249, A251, V252, V255,
T256, L258, V259, C263, P264
PS1 V82, 1416, C419, L420, L423, L424, FA28, A434,1437,V444
CBS3
APH-1A L30, 133, A37, F40, F41, L93, L101
CBS4 APH-1A L56, T60, R66, L67, Y69, G70, L71, 173, F74, A77, L81, V194, G195, L198, G202, F205
NCT 1671, V675, 1679, F682, V686, C689, 1690, K693, L697
CBS5
APH-1A G27,Y155, L158, F162, F173, G225, F229, 1239, S242, L.243
PS1 Y181, L182, V185, F186, Y189, V191, L201, F205, R220, L221, A224, M228
CBS6
PEN-2 F28
CBS7 PEN-2 F66, 169, V70, S73, W74, 177, Y81, W85, L88

-133-



APENDICE VI

XVI.5.2. Interaccidn del inhibidor DAPT con el sitio activo de PS1

La Figura A5.10 muestra el esquema de restricciones de distancia (r), angulos (6) y angulos diedros (¢) de la
forma acoplada del compuesto DAPT en el sitio activo de PS1 empleado para el célculo de la energia libre de

unién con el método de perturbacion de la energia libre (FEP).

@, =N1-C2-C1-Ca
@,=C2-C1-Ca-N

) 4
i

A

r=0.31nm 6, =136.6°| 6, = 107.5° @;=133.3°| @, = -2.6° | @, =-170.0°

Figura A5.10. Representacidn de las restricciones de (A) distancia (r), (B) angulos (6) y (C) angulos diedros (¢) de la forma
acoplada de DAPT (naranja) con los residuos Leu383 y Gly384 (verde) del componente PS1 de y-secretasa. Los recuadros en
las figuras muestran la nomenclatura y orden de asignacion de los dtomos involucrados en la restriccion. Los valores de la
distancia y dngulos respectivos se reportan en la parte inferior de las figuras.

Las restricciones en la forma desacoplada de DAPT (4GS2%,) fueron calculadas de forma analitica usando la

ecuacién de Boresch et al**’:

82V 0 (KrK91K91K¢1K¢2K¢3)1/2
1¢sendy gsenb; o (2mkT)3

AG3SY = RTIn

Donde R es la constante del gas ideal [1.987 x 10-3 kcal Kt mol™l]; Tes la temperatura [310 K]; V2 es el volumen
correspondiente al estado estdndar uno molar [1.66 nm?3]; ro es la distancia de referencia de la restriccion [0.31
nm]; 81 y 02 son los angulos de restriccidon (0; = 136.6° y 6, = 107.5°); Kx es la constante de fuerza para las
restricciones de distancia (K, = 1000 kcal mol*nm2), de los dos dngulos y los tres angulos diedros (Ky,, = 10 kcal
mol? rad?).

En la Tabla A5.2 se reporta la energia libre de las transiciones electrostaticas (elec) y de dispersion (vdW)
calculadas con el método Multistate Bennett Acceptance Ratio (MBAR) para la obtencién de la energia libre de
solvatacién (AGs.i) en la forma desacoplada del inhibidor DAPT en agua (4G.2%%, ..) y en la membrana de POPC
(AGECFC ..,). Asimismo, se reportan las transiciones de DAPT en el complejo GS-DAPT tomando en cuenta el
efecto de las restricciones (restr) y el estado desprotonado (4G%5-%¥™ )y protonado (4GS ) del

electvdw+restr elec+vdw+restr

residuo catalitico Asp257.
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Tabla A5.2. Energia libre de las transiciones calculadas con el método Multistate Bennett Acceptance Ratio (MBAR)

MBAR (kcal mol?)

Estados DAPT (ligando) GS-DAPT (complejo)
A Ggl‘g]clz vdw A Gggf -{L:vdw A Gezcl‘z_cie;g:v(frestr A Ggli_cl:-r;dtw+restr

0-1 4.748 +0.011 3.142 + 0.002 0.404 + 0.001 0.334 +0.001
1-2 3.960 + 0.008 2.503 + 0.002 0.565 + 0.001 0.441 +0.001
2-3 3.258 + 0.006 1.925 +0.002 0.841 +0.001 0.605 + 0.001
3-4 2.617 +0.005 1.371 +0.002 0.730 +0.001 0.484 +0.001
4-5 2.038 + 0.004 0.891 + 0.002 0.639 + 0.001 0.402 +0.001
5-6 1.534 +0.003 0.524 + 0.002 1.071 £ 0.002 0.658 + 0.001
6-7 1.101 +0.002 0.266 + 0.002 0.877 £ 0.001 0.548 + 0.001
7-8 0.728 + 0.002 0.084 + 0.002 1.390 + 0.003 0.931 + 0.002
8-9 0.394 + 0.002 -0.057 +0.003 1.951 + 0.008 1.528 +0.004
9-10 0.069 + 0.002 -0.185 + 0.003 1.646 + 0.006 1.571 + 0.006
10-11 1.079 +0.001 1.809 + 0.004 1.245 +0.002 1.337 £ 0.007
11-12 1.051 + 0.001 1.780 + 0.005 1.194 + 0.002 1.600 + 0.014
12-13 1.018 + 0.001 1.704 + 0.006 0.914 +0.002 0.974 +0.007
13-14 0.979 + 0.001 1.603 + 0.008 0.725 + 0.002 0.661 + 0.002
14-15 0.935 +0.001 1.520 +0.010 0.591 + 0.002 0.494 £ 0.001
15-16 0.885 + 0.001 1.450 +0.012 0.483 +0.002 0.378 + 0.001
16-17 0.825 +0.001 1.385 £ 0.012 0.384 + 0.002 0.280 +0.001
17-18 0.753 + 0.002 1.326 + 0.010 0.282 + 0.002 0.182 + 0.001
18-19 0.666  0.002 1.271 £0.009 0.169 # 0.002 0.075 +0.001
19-20 0.556 + 0.002 1.192 +0.011 0.040 £ 0.002 -0.053 + 0.001
20-21 0.409 + 0.003 1.082 +0.013 -0.105 + 0.002 -0.210 + 0.002
21-22 0.201 + 0.004 0.951 + 0.014 1.653 +0.003 1.949 + 0.002
22-23 -0.101 + 0.006 0.804 +0.015 1.678 +0.005 1.914 +0.003
23-24 -0.574+0.01 0.568 + 0.012 1.688 + 0.008 1.834 +0.005
24-25 -1.508 £ 0.018 0.063 + 0.006 1.674 +0.011 1.710 + 0.009
25-26 -2.936 +0.021 -0.920 +0.016 1.644 +0.018 1.574 +0.012
26-27 -3.346 £ 0.010 -1.762 +0.060 1.559 +0.023 1.500 + 0.010
27-28 -2.578 + 0.004 -2.208 £ 0.062 1.407 +0.026 1.470 + 0.006
28-29 -1.508 + 0.002 -1.745 £ 0.039 1.269 +0.024 1.432 +0.004
29-30 -0.477 +0.002 -0.752 + 0.030 1.190 £ 0.022 1.393 +0.005
30-31 - - 1.100 + 0.025 1.377 £0.011
31-32 - - 0.985 +0.022 1.294 +0.022
32-33 - - 0.914 +0.012 1.070 + 0.025
33-34 - - 0.835 +0.005 0.890 + 0.014
34-35 - - 0.652 + 0.005 0.687 +0.006
35-36 - - 0.405 + 0.005 0.391 +0.008
36-37 - - -0.109 + 0.005 0.093 +0.017
37-38 - - -0.547 £ 0.010 -0.510 £ 0.010
38-39 - - -0.505 + 0.029 -0.633 + 0.004
39-40 - - -0.488 + 0.029 -0.314 £ 0.010
40-41 - - -0.040 £ 0.027 -0.301 £0.034
Coulomb 20.447 £0.017 10.465 + 0.007 16.038 £ 0.013 13.219 +0.020
vdW -3.669 + 0.033 11.121 £0.108 16.964 + 0.082 18.821 + 0.060
Total 16.778 + 0.037 21.587 +0.108 33.001 + 0.083 32.040 £ 0.063

-135-



APENDICE VI

La Figura A5.11 muestra las curvas de titulacion de los residuos cataliticos Asp257 y Asp385 de PS1 en
presencia del inhibidor DAPT en el sitio activo obtenidas a partir de las simulaciones de intercambio de réplicas
de pH (pH-REMD) realizadas por la Q. Dulce Consuelo Guzman Ocampo en nuestro grupo de investigacion.?° En
este grafico se observa que la curva de Asp257 se encuentra amortiguada debido a su interaccién con el residuo
Lys265, por lo que no se determind el valor de pKa de este acido aspartico.

1.0

Asp 385
pKa = 3.51
n= 0.69

0.8
0.6

0.4

Figura A5.11. Curvas de titulacion de los residuos cataliticos Asp257

0.2 (azul) y Asp385 (magenta) de PS1 en presencia del ligando DAPT.?*° E|

Fraccion Protonada

degradado de color indica las predicciones de menor (claro) a mayor

(obscuro) tiempo de simulacién. En la parte superior de las curvas se

0.0
reporta el valor de pKa y coeficiente de Hill (n) para cada uno de los

acidos asparticos.

En los graficos de la Figura A5.12 se muestra la contribucidn a la energia libre de unidn por aminodcido de la
interaccion del ligando DAPT con PS1 calculado en 11 diferentes lapsos de tiempo de la simulacién atomistica de
250 ns. La energia se calculd con el método MM/PBSA implementado en la herramienta g_mmpbsa*®® del
programa GROMACS 5.1.4.

t=0-5ns t=25-30ns t=45-50ns t=75-80ns

< 3.0 3.0 3.0 3.0

E 2.0 20 20 2.0

= 1.0 1.0 | 1.0 .ﬂf 1.0

£ 0o SE L 0.0 I T 0.0 ST T 0.0 S R i T
@ -1.0 Tr -1.0 ]F L ] T -1.0 ’||' r } -1.0 Y

g’ -2.0 -20 -2.0 -2.0

S -3.0 W m—— 3.0 L s e em— ~3.0 L ———— ~3.0 el —

50 100 150 200 250 400 450 50 100 150 200 250 400 450 50 100 150 200 250 400 450 50 100 150 200 250 400 450
t=95-100ns t=125-130ns t=145-150ns t=175-180ns

<~ 3.0 3.0 3.0 3.0

E 2.0 20 20 2.0

= 1.0 1.0 1.0 1.0 L

g 0.0 - e apee e 0.0 - Ty * 0.0 - - 0.0 v "
B prr sy I A AL B O 0 s RN
2-20 -2.0 -2.0 -2.0

F-3p L m  mmommm = mm, 3o | m  Eomms = mEm) 3g | O EECESS = 5 g | B EECEE——

50 100 150 200 250 400 450 50 100 150 200 250 400 450 50 100 150 200 250 400 450 50 100 150 200 250 400 450
t=195-200ns t=225-230ns t=245-250ns Energia (kcal/mol)

<~ 3.0 3.0 3.0

° 20 2.0 2.0 Contribucién por residuo calculada a
g 1.0 1.0 1.0 L partir de la ecuacion -

g 0o 'N ,.IH o 0.0 'M Tyt r 0.0 ’H ) N h lr

'g :;g :;g :;g AG = [ Eenalce & EvdW * Eelec] g
S 30 M _sommmmes s mm| 30 | sommmmmes s mm) 30 | = sommmsmes s mm | [ Gpmar + Gm’pu,m]

50 100 150 200 250 400 450
Residuo

50 100 150 200 250

400 450
Residuo

50 100 150 200 250

400 450
Residuo

Figura A5.12. Contribucion a la energia libre de unién por residuo de la interaccion del inhibidor DAPT con PS1 en 11
diferentes lapsos de tiempo (t) que comprenden varios periodos del inicio y término de la simulacion atomistica de 250 ns
del complejo GS-DAPT.
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XVI.5.3. Efecto de las mutaciones de PSEN1 en la produccion de péptido A8

La Figura A5.13 muestra la informacidon complementaria referente a las simulaciones de MD del complejo

GS-C99. Por su parte, en la Figura A5.14 se reportan los graficos de distribucion de trabajo generados con el

andlisis de la interseccidn de la gaussiana de Crooks (CGI)?®° de las predicciones de termoestabilidad.
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Figura A5.13. Caracterizacién dinamica de la forma desprotonada del complejo GS-C99. Graficos de RMSD de la cadena
principal del complejo de y-secretasa (GS), y C99. (B) RMSF de cadenas laterales por residuo de PS1 en el intervalo 100 a
200 ns de las simulaciones atomisticas de 5FN3 en su forma desacoplada (PS1) y acoplada con C99 (PS1-C99). El grafico
inferior muestra la diferencia de los valores de RMSF de PS1-C99 respecto a PS1. (C) Distancia minima de los asparticos
cataliticos respecto a C99 (Dasp-ce9). (D) Distancia entre los asparticos (ddasp) e interaccion mediada por la formacién de un

puente de hidrégeno directo (HBbzs7-p3s5) y un puente mediado por una molécula de agua (HBp257-H20-p385).
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A5.14. Resultados de las

simulaciones al no equilibrio obtenidas

Figura

a partir de las simulaciones alquimicas
con el complejo GS-C99 para las
mutaciones puntuales Y115H, M139V,
G384 y L435F del componente PS1. Los
graficos de la izquierda muestran los
valores de trabajo (W) obtenidos para
cada una de las transmutaciones
realizadas a los 100 snapshots del
estado A y estado B del complejo GC-
C99. Por su parte, los graficos de la
derecha muestran la distribucion de los
calculos obtenidos a partir del analisis
método de CGI. La

muestra la

con el linea

punteada intermedia
interseccion entre las distribuciones,
correspondientes al valor de energia

libre del sistema.
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XVI.6. Apéndice VI

En este apéndice se presenta la informacidon complementaria a los calculos realizados durante el presente
trabajo para la estimacién de energias libres mediante el uso de métodos alquimicos. En la seccion XVI1.6.1 se
describen brevemente los fundamentos de los métodos alquimicos utilizados para la estimacién de la energia
libre de unidn de DAPT en el sitio activo del componente PS1 y para la prediccidon de los cambios en la
termoestabilidad del complejo de C99 con y-secretasa debido a la presencia de mutaciones puntuales en PS1.
Finalmente, en la seccion XVI.6.2 se reporta de forma detallada la metodologia y resultados obtenidos referentes
a la prediccion de los cambios en la estabilidad de una proteina soluble en agua (HsCRYGD), dos proteinas

membranales con estructura de barril B (ECOmA y ECOmpLA) y una proteasa membranal (EcGlpG).

XVI.6.1. Métodos alquimicos para el cdlculo de la energia libre

Los métodos alquimicos permiten calcular la energia libre de Gibbs (AGas) necesaria para transformar el
estado inicial (estado A) de una molécula a un estado final (estado B), evaluando el cambio progresivo entre
ambos estados a través simulaciones de dindmica molecular (AGas = G — Ga).%*” El cambio entre estados involucra
la transicién o transmutacién de uno o varios atomos de la molécula desde un estado real hasta la formacidn de
atomos fantasmas (dummy).%” El estado fantasma refiere a la condicién en el que el o los 4&tomos transmutados
carecen de contribucién electrénica y de van der Waals al sistema. Esta transmutacién atdomica puede llevarse a
cabo en simulaciones al equilibrio y al no equilibrio. En la primera de ellas ocurre la desaparicién total y paulatina
de los dtomos seleccionados, mientras que en la segunda involucra la desaparicion de un grupo de atomos de
forma concomitante a la aparicién de un segundo grupo en la misma u otra posicion. En ambos casos, la
diferencia de energia resultante de la transicion entre estados es independiente a la direccidon del proceso
seguido entre ellos; sin embargo, se requiere de un muestro exhaustivo para la convergencia de sus valores
energéticos. La recoleccion de los datos resultantes del muestreo se obtiene a partir del monitoreo de una serie
de pasos introducidos mediante un pardmetro A que modula la energia potencial del sistema, estableciéndose
con un valor de 0 en el estado A, un valor de 1 en el estado By 0 < A < 1 para los multiples estados intermedios
no fisicos. La implementacién de los métodos alquimicos permite determinar con mayor precision célculos de
energia libre que involucran la estimacién de la afinidad de un ligando a un sitio en una macromolécula (AGunisn)

o el cambio en la termoestabilidad de una proteina debido a una mutacion (AAG) (Figura A6.1.1).

Transmutacion al equilibrio Transmutacién al no equilibrio
Energia libre de union (AGunién) Estabilidad termodinamica (AAGmutacicn)
Ciclo termodinamico Transmutacién Ciclo termodinamico Transmutacion
Real Estado A
AG,hisn @ AG Stado
Ligandoreal —unién, Complejo P-Lra! b4 ° ESIE’_O'OA Desplegada®’™ =22, Desplegadamutante Phe (real)
® A=1 lle (dummy)
26,0, | 46, | a6, | | 2e:
AG=0 4 l
Ligando®mmy —— Complejo P-Léummy  Dummy Plegada"’" —— Plegadamutante @ﬁgm Estado B
Estado B - )
g 2 Phe (dumlmy)
4G 15y = AG g1, + AGpry B4G pp0c6n = AG,~ AG, = AG;— AG, e

Figura A6.1.1. Representacidn de los ciclos termodindmicos no fisicos y del proceso de transmutacién involucrado en el
calculo de la energia libre en simulaciones al equilibrio (izquierda) y al no equilibrio (derecha).
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En este trabajo, se realizaron transmutaciones al equilibrio para calcular el AGunisn del inhibidor DAPT en el
sitio activo del componente PS1 de y-secretasa utilizando el método de perturbacion de la energia libre (Free
Energy Perturbation, FEP).%*° Asimismo, se llevaron a cabo transmutaciones al no equilibrio con el método de
Crooks para determinar el efecto de mutaciones puntuales de PS1 en la estabilidad del sustrato C99 en el
complejo de y-secretasa.?®®
XVI1.6.1.1. Método de perturbacion de la energia libre al equilibrio

El método de FEP fue introducido en 1954 por Zwanzing derivado de la implementacién de la ecuacién (1):2%°

1
B

Donde 8 es 1/ksT (ks es la constante de Boltzmann y T la temperatura) y H el Hamiltoniano clasico que

AGyp = In{exp(—=F[Hp — Hy)) 4 €Y)

describe el movimiento del sistema, el cual es dependiente de las coordenadas, el momento y el pardametro

externo A.2° En la ecuacién se representa el ensamble promedio tomado sobre el estado A, mientras que el

proceso equivalente en el estado B estaria representado por _1/3 In(exp(—B[H4 — Hg]))p. La evaluacion del

ensamble puede llevarse a cabo en cualquiera de los dos estados; sin embargo, la precision del método es
dependiente de la superposicidn resultante entre ambos.?>” Para evitar una pobre superposicion de los datos, se
generan multiples estados intermedios no fisicos a partir de la modificacion del valor del pardmetro A (AA). La
descripcién de los términos de enlace y no enlace del campo de fuerza utilizado pueden escribirse entonces como
una combinacion lineal dependiente de A.?’! Finalmente, las diferencias resultantes en la energia potencial en
ambas direcciones entre los dos estados permiten estimar la energia libre asociada al sistema (Figura A6.1.1A).

240 en el cual el

Para este trabajo se empled la metodologia de FEP implementada por el grupo de Biggin,
calculo de la energia libre de union del compuesto se obtiene a partir del andlisis estadistico de transiciones
independientes en las que se desacoplan las interacciones de van der Waals con un A\ = 0.05 y se anulan las
cargas con un AA=0.1. Asimismo, se desacoplan las restricciones del ligando unido a la macromolécula (complejo
P-L) utilizando una distribucidon no uniforme de valores de AA. Para el esquema de restricciones se considera una
distancia (r), dos angulos (8; y 6) y tres dngulos diedros (¢, @2y ¢s) del ligando respecto a un grupo de dtomos
cercanos de la macromolécula. Dicha contribucidn se resuelve en el estado desacoplado del ligando de forma
analitica con la ecuacion de Boresch et al?*’ (ver seccién XVI.5.2 del Apéndice V). Para el andlisis de las transiciones
se utilizd el indice de aceptacion multiestado de Bennett (Multistate Bennett Acceptance Ratio, MBAR),?’° el cual
permite evaluar los datos de todos los estados intermedios y predecir la energia libre de las regiones no

muestreadas siguiendo la ecuacidn (2):2?

K N
_ 1 exp[~BU;]
“i= _El";; YK N explBle— BUD

k=1

Donde j es el numero de corridas entre 1 y K, Gi son las energias libres de cada estado, y Gk y Uk son la
energia libre y el potencial, respectivamente, correspondientes al k-ésimo estado. Finalmente, se fija la primera

transicién respecto al estado inicial como referencia para la obtencién de las diferencias de energia libre.
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XVI.6.1.2. Método de Crooks al no equilibrio
En 1997 Jarzynski establecid la siguiente relacidon exponencial entre el promedio del trabajo (W) realizado

durante las transiciones al no equilibrio y la diferencia en la energia libre de un ensamble candnico:
e PBAGap = (o=FW) 3)

Para que se cumpla dicha igualdad es necesario que (1) las transiciones entre estados comiencen a partir de
ensambles al equilibrio y (2) que el valor promedio exponencial converja dada la realizacién de varios

273 propuso una relacién méas general

muestreos.?’® Tiempo después de la publicacién de la ecuacién (3), Crooks
gue permite obtener la combinacién de los valores de distribucion del trabajo a partir de las transiciones de ida

(A > B) y de regreso (B = A) para la rapida obtencién de la energia libre:

P, (W)

Wy

= pW - BAG  (4)

Donde P{(W) y P,(-W) corresponden a las distribuciones del trabajo durante las transiciones de ida y de
regreso, respectivamente. Al igual que el método de Jarzynki, se requiere que los estados iniciales de las
transiciones se encuentren al equilibrio, sin ser necesario que este sea alcanzado en el estado al final de la
transicién.?” El traslape entre las distribuciones del trabajo generado a partir de las transiciones contribuye a la
estimacion de la energia libre, omitiéndose la informacidn de las mediadas generadas en el resto del histograma
de muestreo. Para este estudio, se analizaron los histogramas del trabajo de las transiciones utilizando el método

de la interseccidn de la gaussiana de Crooks (Crooks Gaussian Intersection, CGl),%%° |a cual se expresa como:

Wehn
( f)f_(VVr)nr n 1 ((Wf>nf+<m>nr)2+2<%—%> no-_ﬁ

i a]? g? = afz o? 7 z afz :
- i B i ( )
of of

Donde (Wf)nf y (W), son el promedio del trabajo y afz y 02 son las varianzas asociadas a la distribucién de

los valores del trabajo para las transiciones de ida y de regreso, respectivamente. Las distribuciones gaussianas

274

son inicialmente validadas con el método de Kolmogorov-Smirnov*’* para la posterior identificacidon del punto

de interseccidn correspondiente al valor final de energia libre.

XVI.6.1.2.1. Estimacion de la estabilidad termodindmica

El proceso de transmutacién atémica de un residuo de aminodcido requiere del establecimiento de las
formas plegada y desplegada de la proteina de interés en sus formas WT y mutante (ver Figura A6.1.1B). Para el
caso de la forma desplegada, se emplea un tripéptido del tipo GXG con grupos protectores acetilo y N-metilo en
los extremos N-y C-terminales, respectivamente.?*® El estado A (WT) de ambos plegamientos contiene a su vez
los 4tomos fantasma (dummy) pertenecientes al residuo del estado B (mutante), a lo que se le denomina
topologia dual.?®” El proceso de transmutacidn de la forma desplegada (AGs) y plegada (AG,) se puede llevar a

cabo en dos sistemas diferentes (2-sistemas/2-cajas), haciendo el calculo de la doble diferencia de energia al
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final de los procesos. Sin embargo, existen mutaciones que involucran un cambio de carga en el sistema,
modificando las condiciones de neutralidad. Es por esto ultimo que se prefiere la preparacién de un Unico sistema
gue contenga a las formas desplegada y plegada de la proteina a una distancia minima de 3.0 nm entre ellas (2-
sistemas/1-caja). Para evitar que el tripéptido se aproxime a la proteina durante la simulacion, se establecen
restricciones de distancia entre el Ca del residuo a mutar en el tripéptido y la proteina. En este modelo, el sistema
en el estado A contiene a la proteina WT y al tripéptido mutante, mientras que el estado B invierte el orden de
asignacion de estos (i.e., proteina mutante y tripéptido WT). La ventaja de este modelo en comparacién al de 2-
sistemas/2-cajas radica en que el calculo de AAGmutacisn S€ Obtiene directamente del analisis estadistico de CGl;

sin embargo, puede generar ligeros artefactos asociados a las interacciones de largo alcance.

XVI.6.1.3. Potencial de ntcleo blando

En las simulaciones de MD, los potenciales de las contribuciones no enlazantes de Coulomb y Lennard-Jones
presentan una singularidad cuando la distancia entre particulas es igual a cero (r = 0).2’ Esta singularidad aparece
en las transiciones no fisicas cuando el sistema con topologia dual se aproxima a los estados finales, puesto que
el 4tomo fantasma se superpone durante el proceso de transmutacion con el dtomo real.?’> Para evitar este
artefacto del calculo se emplea un potencial de nucleo blando (soft-core), en cual se “suavizan” las interacciones

no enlazantes utilizando la siguiente aproximacién:’®

q:49; 1 1

1/p + 4/181']' T s 12/s Tii
ATrE E, (aQ(l -+ ri?) (au(l -+ ( ]/o'ij) ) (au(l -+ ( ’/al.].)

Vij(ry) = s | ©

)

Donde p y s son parametros de integracidn, rj es la distancia interatdmica, g; y g; representan las cargas
parciales de las particulas i y j, €; y oj son los parametros de Lennard-Jones (fuerza y longitud), €0y &, son la

constante dieléctrica del vacio y la constante dieléctrica relativa, respectivamente.?®’

XVI.6.1.4. Parametros para el cdlculo de energia libre

En este trabajo se empled una A inicial (init-lambda) de 0 para el estado Ay 1 para el estado B, generando un
archivo de salida de la relacion 8H/6A durante la transicidon (nstdhdl). Para el caso de las transmutaciones
independientes del estado A al B realizadas durante los calculos de estabilidad termodindmica se fijé un A\ =
0.00001 (delta-lambda), el cual se establecié a partir de la relacién de +1 entre el nimero de pasos utilizados
para llevar a cabo 200 ps de la transicidon con un paso de tiempo de 2 fs (#pasos = 100,000). Para el potencial de
nucleo blando se emplearon valores de a = 0.5 y 0 = 0.3 durante el calculo de la energia libre de unién con el
método de FEP, y a = 0.3 y 0 = 0.25 para la estimacidn de la estabilidad termodinamica. Estudios anteriores

237,280 y Gapsys & de Groot?®72%9 han demostrado que el uso

realizados por los grupos de investigacién de Biggin
de los parametros anteriores permite predecir con alta precision los calculos de energia libre, reduciendo los
artefactos causados por la singularidad de las transiciones con los valores a y o definidos para el potencial de

nucleo blando.
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XVI.6.2. Prediccion de la estabilidad termodindmica en proteinas solubles y membranales

La mayor parte de las proteinas se pliegan en estructuras tridimensionales que les permiten ejercer funciones
de mantenimiento, estructurales, metabolismo, transporte, entre otros.?’” La desnaturalizacién de la estructura
tridimensional puede presentarse cuando se modifican de manera drastica las condiciones térmicas o quimicas
del medio en el que se encuentra la proteina, resultando a su vez en la pérdida parcial o total de sus funciones
bioldgicas.?’® El punto de fusién (Tm) es un pardametro que permite determinar la temperatura a la cual la proteina
pierde su estructura nativa,?”® modificandose la energia libre (AG) del sistema debido a cambios en el proceso de
solvatacidn durante la transicidn plegamiento/desplegamiento.?%%! Los datos de T 0 AG son comunmente
utilizados para estimar el grado de estabilidad de una proteina nativa respecto a sus mutantes (AT, AAG).

En esta seccion se empled el método de transmutacion atdmica PMX para predecir los cambios en la
estabilidad de una proteina soluble en agua (HsCRYGD), dos proteinas membranales con estructura de barril
(EcOmA 'y EcOmpLA) y una proteasa membranal (EcGIpG). Se recopilaron los datos experimentales de AAG o ATy,
de diferentes mutantes para validar la prediccién del método y comparar su confiabilidad respecto a los valores
calculados con diferentes servidores en linea y, en el caso de las proteinas membranales, con el algoritmo de
RosettaMP. La implementacion del método en proteinas membranales sirvié como referencia para su aplicacion
en el complejo GS-AB, con el objetivo de caracterizar las mutaciones reportadas experimentalmente como

desestabilizadoras relacionadas con el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer.

XVI.6.2.1. Cristalina yD de humano

Las cristalinas a, B y y constituyen cerca del 90 % del total de las proteinas solubles contenidas en el lente
ocular del humano.®? La cristalina y es una proteina monomérica estructural constituida por 175 aminoécidos
qgue forman cuatro motivos de llave griega (ocho hojas B intercaladas) organizados en dominios N-terminal (N-
td) y C-terminal (C-td) (Figura A6.2.1A/B).** Los motivos de llave griega de estas proteinas se han relacionado
con el incremento en la refraccidon de luz en el lente y con su alta estabilidad estructural debido a la formacién
de puentes salinos intramoleculares.?®* Actualmente se conocen 7 diferentes tipos de cristalinas y (yA- yF, yS),
de las cuales yC, yD y yS localizan en el lente del humano.?® La cristalina yD de humano (HsCRYGD) es uno de los
isotipos mas abundantes, cuya agregacién se ha asociado al desarrollo de la enfermedad de cataratas.?®?

La enfermedad de cataratas es una patologia ocular que involucra la opacificacidn del lente causado por la
ruptura de su microarquitectura o por la polimerizacidn y agregacion de cristalinas desplegadas.?® El mecanismo
de desplegamiento de la estructura de HsCRYGD involucra dos estados: (1) un estado intermedio en el que el N-
td se encuentra mayoritariamente desplegado y el C-td se mantiene plegado, y (2) un estado final que presenta
la forma completamente desplegada de ambos dominios (Figura A6.2.1C).®®” Se sabe que las mutaciones
puntuales y las modificaciones postraduccionales en HsCRYGD son la causa principal de la desnaturalizacién de
su estructura debido a la pérdida de interacciones nativas en sus motivos de llave griega.?®®2% A la fecha se
conocen 20 mutaciones congénitas en HsCRYGD relacionadas con la aparicién de cataratas: 12 mutaciones con
cambio de sentido, 2 mutaciones con cambio en el marco de lectura (terminacidn prematura) y 6 mutaciones sin
sentido (Figura A6.2.1D).2821 Ademds, se han reportado modificaciones postraduccionales que involucran

procesos de desamidacidn, oxidacién, metilacién, carbamilacién y formacién de puentes disulfuro.??
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Figura A6.2.1. Proteina HsCRYGD. (A) Representacién de la estructura de HsCRYGD coloreada por sus dominios N-terminal
(rojo) y C-terminal (cian). (B) Secuencia de aminodcidos y estructura secundaria. (C) Mecanismo de desplegamiento o
desnaturalizacién (Desnat.) propuesto a partir de su forma nativa. (D) Representacidon de las mutaciones con cambio de
sentido y desamidaciones reportadas.

XVI.6.2.1.1. Metodologia

(a) Preparacion del modelo. Se descargd del PDB la estructura de rayos X de la cristalina yD de Homo sapiens
(HsCRYGD) con clave 1HKO (1.25 A).2 La cadena lateral faltante del residuo Glu17 se completé con el programa
WhatlF y se fijaron las posiciones alternas de los residuos con los valores mas altos de ocupacion.

(b) MD atomistica. Se realizd una simulacion de MD atomistica con la estructura de HsCRYGD empleando el
campo de fuerza AMBER99SB-ILDN?® implementado en la paqueteria de GROMACS 5.1.4%%, El modelo se solvaté
utilizando el modelo de agua TIP3P en una caja cubica, neutralizando la carga total con una solucién 0.15 M de
NaCl. El sistema fue sometido a una minimizacién de energia con el algoritmo steepest-descent y a equilibrios de
5 ns mediante el uso de ensambles NVT y NPT. Después de los equilibrios se realizé una produccién de 200 ns de
MD con un pso de tiempo de 2 fs. La temperatura del sistema se mantuvo a 300 K con el termostato acoplado V-

rescale'’”’

y la presion se fijo a 1.0 bar en condiciones isotrdpicas con el barostato de Parrinello-Rahman. El
potencial de Lennard-Jones se calculé dentro de un radio de corte de 1.0 nm. Las interacciones electrostaticas
de corto alcance fueron calculadas en un rango de entre 0 y 1.2 nm, después de lo cual se calcularon las
interacciones de largo alcance con la aproximacién de la particula en la maya de Ewald. Los enlaces que
involucraban hidrogenos fueron restringidos usando el algoritmo LINCS. Se realizé un andlisis de agrupamiento
basado en el RMSD de la cadena principal de HsCRYGD (cut-off = 0.10 nm) para realizar la seleccion de la
estructura mas representativa de los ultimos 100 ns de simulacidn.

(c) Cdlculos de energia libre. Se calculd el AAG de 22 mutaciones?**#?% reportadas de HsCRYGD usando el
método de transmutaciones alquimicas descrito por Gapsys y colaboradores para el programa GROMACS (ver
Esquema 6.2.1).%52 Las estructuras hibridas (dtomos reales + dtomos fantasma) y las topologias de las

mutantes de HsCRYGD se prepararon con el programa PMX?®, mientras que las estructuras de los tripéptidos se
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descargaron del servidor web de PMX%°, Para este estudio, se utilizé el modelo de 2-sistemas/1-caja con la
finalidad de mantener al sistema neutro durante las transmutaciones que involucraban cambio de carga y
conservar las mismas condiciones de cdlculo en todos los sistemas. Los tripéptidos se colocaron a una distancia
aproximada de 3.0 nm respecto a la estructura de HsCRYGD, restringiendo la movilidad del Ca del residuo central
del tripéptido y el del residuo His83 de la proteina. Ambos sistemas se solvataron utilizando el modelo de agua
TIP3P y neutralizaron con una solucién de NaCl 0.15 M. Los estados A (HsCRYGDwr + tripéptidomutante) ¥ B
(HSCRYGDmutante + tripéptidowr) se sometieron a minimizaciones energéticas y equilibrios (ensambles NVT y NPT),
seguidos por simulaciones de 50 ns de MD para cada estado usando el campo de fuerza AMBER99SB-ILDN
implementado en la paqueteria de GROMACS 4.6.7. Se emplearon los mismos pardmetros de simulacidn
descritos para la simulacién atomistica. De los ultimos 10 ns de simulacién de cada sistema se extrajeron 100
conformaciones (snapshots), las cuales se minimizaron y equilibraron previo a la realizacién de 100 transiciones
alguimicas independientes de 200 ps. Para estas transiciones se empled el potencial soft-core (sc) y un A inicial
de 0 (AN = 0.00001) y 1 (AXA = -0.00001) para los estados A y B, respectivamente. Por ultimo, se extrajeron los
datos del trabajo requerido para realizar la transicién atémica en cada sistema con el fin de estimar la doble

diferencia de energia con el método Crooks Gaussian Intersection (CGl).2%°

— A=0->1
Pre';?sr?eﬂ?: o e E?)iidg)A NVT + NPT (5%25) > 1(:)(?10S " ggsnr;())ts EM+ NPT + MD
(200 ps)
Tripéptido
b A=1-20
Estado B _ MD .| 100 Snapshots "
HsCRYGD (h=1) NVT + NPT (50 ns) *| (40 - 50 ns) EM :ZBIOPLSJ; MD

Esquema A6.2.1. Diagrama general de trabajo empleado para el calculo de AAG de las mutantes de la proteina HsCRYGD.

XVI.6.2.1.2. Resultados y Discusion

Para entender el efecto de las mutaciones puntuales en el desplegamiento de HsSCRGYD de su forma nativa,
el grupo de King realizé estudios de mutagénesis por escaneo de alaninas en el que modificé seis residuos
aromaticos del N-td (Tyr6, Phell, Tyrl6, Tyr28, Tyrd5 y Tyr50) y cuatro residuos involucrados en la interaccién
interdominio (GIn54, Arg79, GIn142 y Met146).2%2% Los resultados de esos trabajos demostraron que el
reemplazo de los residuos aromaticos por alaninas desestabiliza en gran medida al motivo de llave griega de N-
td, mientras que sélo dos mutaciones puntuales de residuos en el interdominio afectaron la estabilidad del
HsCRYGD. Estos y otros trabajos realizados por este grupo de investigacién han demostrado que el estudio de la
estabilidad de HsCRYGD es de gran importancia para la prediccién e identificacidon temprana de mutaciones que
puedan llevar a la formacién de cataratas.?’

Con el fin de establecer las condiciones y pardmetros apropiados para el calculo de AAG con el método de
transmutacién alquimica (PMX), se tomaron como referencia los datos experimentales de AAGs de las 10

mutaciones de escaneo de alaninas reportados por King y colaboradores. Se tomdé como estructura inicial para
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el estudio la conformacidon mas representativa de los ultimos 100 ns de la simulacién de dindmica molecular de
HsCRYGD, la informacién de la simulacidon se muestra en la Figura A6.2.2. La metodologia fue posteriormente
utilizada para determinar de las propiedades de estabilidad de 9 de las mutaciones con cambio de sentido y 3
desamidaciones. Estas ultimas tres fue posible calcularlas debido a que su modificacién involucra la conversion
de un residuo de glutamina por un acido glutamico o el de una asparagina por un acido aspartico. Se descartaron
de forma inicial las mutaciones P23T, A35P y R36P debido a que el método PMX no permite actualmente realizar

transiciones con el residuo de prolina.?’

A [
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Figura A6.2.2. (A) RMSD de la cadena principal calculado a partir de toda la proteina (negro) y sus dominios independientes.
(B) Representacion 3D de la estructura de HsCRYGD colorada por los valores de RMSF y grafico de RMSF por residuo de los

ultimos 100 ns de simulacién. (C) Radio de giro (Rg) de la proteina (negro) y sus dominios.

En la Figura A6.2.3A se muestra el grafico de los datos de AAG calculados contra los experimentales. El
coeficiente de correlacién r = 0.97 de la regresion lineal confirma que los pardmetros y condiciones utilizados
con el método de PMX permiten predecir con gran precisién el comportamiento de estabilidad observado de
forma experimental. Al igual que lo descrito por King y colaboradores, mutar residuos aromaticos por alaninas
desestabiliza la estructura de HSCRYGD (AAGcaicuiada > 1.5 kcal/mol), principalmente con las mutaciones Y6A, F11A,
Y45A y Y50A. Es importante mencionar que el método de PMX obtuvo el mejor valor de correlacion en
comparacidn con otros 20 predictores de AAG en linea, seguido de cerca por ELASPIC?*%, DUET?%, mCSM3% y
PoPMuSIC v2.13! (ver Tabla A6.2.1). Estos resultados sugieren que los calculos alquimicos de energia libre son

los mas indicados para ser utilizados para predecir el efecto de mutaciones en la proteina HsCRYGD.
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Figura A6.2.3. (A) Regresion lineal de los valores experimentales de AAG (AAGexperimental) con los calculados (AAGcaiculada) por
el método PMX. La estructura de HsCRYGD a la derecha muestra las mutaciones coloreadas de acuerdo con el cddigo de
color del grafico. (B) Valores de AAG calculados de las mutaciones con cambio de sentido y desamidaciones localizadas en

el N-td y en la interfaz de los dos dominios.
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Tabla A6.2.1. Doble diferencia de energia libre (AAG) calculada con 21 diferentes predictores de estabilidad y datos
estadisticos provenientes de la regresidn lineal con los datos experimentales

Valores de AAG del escaneo de alaninas (kcal/mol) Estadisticos
Predictor

Y6 F11 Y16 Y28 Y45 Y50 Q54 R79 Q142 M146 r r? o

Experimental?9429 4.80 370 170 250  5.50 460 020 100 0.50 1.10 - - -

PMXZ36 536 404 199 297 641 469 092 216 0.54 0.54 097 095 0.48
ELASPIC?® 355 265 ND ND 420 265 059 141  1.07 0.65 096 092 0.65
DUET?? 449 273 271 -2.06 -462 299 -137 -208 -1.58 -1.87 091 0.82 0.88
mCSM3% 435  -252 249 -1.98 -442 -281 -125 -2.05 -143 -1.92 090 0.80 091
PoPMuSIC v2.1%% 2.82 251 244 146 370 249 135 160 133 1.77 0.88 0.77 0.99
INPS — 3D30 -197 -256 -1.89 -1.56 -2.30 -2.04 -084 -0.81 -0.88 -0.79 -086 074 1.05

Eris (Flex BB)*% 950 738 830 372 10.00 10.00 249 6.63 3.14 578 0.82 067 1.18
HotMusIC?”® 577 673 -6.58 -424 928 -7.40 -350 -559 -252  -3.88 -0.81 066 1.20
NeEMO3 3.29 248 227 069  3.83 115 028 150 0.8 0.76 0.77 059 133
MAESTROweb3% 2.90 146 153 029 3.66 138 079 141 075 1.47 072 051 145
I-Mutant2.0-PDB**® 185 263 -1.84 -1.99 -1.89 -1.77 -033 -1.41 -034 -1.21 -0.72 051 1.44
INPS — Seq?” -133  -287 -170 -155 -1.78 -1.97 -057 -0.76 -0.59 -0.32 -0.70 049 148
I-Mutant3.0-Seq®® 159 233 -174 -189 -1.74 -166 -052 -126 -0.60 -1.38 -0.68 046 1.52
TML-MP3% -2.03 -048 -155 -099 -195 -146 048 -220 -0.03 -1.03 -0.55 030 1.73
SDMm310 -120 -062 -143 -080 -263 -019 031 089 -0.85 -1.15 052 027 176
I-Mutant2.0-Seq®® 286 -206 -297 -1.85 -223 -2.10 -1.01 -1.99 -097 -2.36 052 027 177
CUPSAT3M 115 -124 -242 184 -470 -1.28 183 -0.55 0.15 1.32 -0.51 027 177
MUpro (SVMv1.1)**2 123  .137 -108 -1.13 -095 -143 -0.88 -0.84 -0.81 -1.38 047 022 182
I-Mutant3.0-PDB*® 56  .1.73 -243 -1.53 -193 -167 -1.01 -1.83 -099 -2.16 -0.45 020 1.85
TDL-MP313 -130 -015 -0.03 -0.77 -2.13 -1.28 042 -256 -0.24 ND -0.44 020 191
STRUM3 -0.17 -050 -0.55 -0.42 -0.01 -0.44 -0.05 0.08 0.00 -0.40 -0.19 0.04 203

El grafico de la Figura A.6.2.3B presenta los valores calculados de AAG para las 9 mutaciones puntuales y las
3 modificaciones postraduccionales (ver Tabla A6.2.2). Estudios experimentales han demostrado que las
mutaciones R14C/S no producen modificaciones importantes en la estabilidad térmica de la proteina, pero
promueven la formacion de agregados debido a que sufren modificaciones postraduccionales tales como
formacion de puentes disulfuro y O-glicosidaciones.?*>31¢ Sin embargo, los célculos de AAG indican que las
mutaciones en Argl4 causan una ligera desestabilizacion en HsCRYGD debido a la ruptura del puente salino que
forma este residuo con Glu7, descrito anteriormente por Das et al.3'” en un estudio de MD. De forma similar a
estas mutaciones, la ruptura del puente salino Arg36-Asp61 resulté en una ligera disminucion de la estabilidad
de HsCRYD.3®8 Por otro lado, la mutaciéon M43V ha sido identificada en pacientes sanos, lo que explicaria su nulo
efecto desestabilizador obtenido durante el célculo (AAG = 0.53 kcal/mol).3*® Actualmente no se tiene
informacidn de alteraciones estructurales causadas por la mutacién E106A, sélo se ha reportado que esta origina

una pequefia disminucién en la solubilidad de HsCRYGD.3?° Sin embargo, al comparar la mutacién E106A con las
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mutaciones Q142A, M146A y N160D, es posible inferir que las mutaciones o modificaciones afectan en mayor
medida la estabilidad de HsCRYGD cuando estas ocurren en el N-td (ej. Q12E y N49D), lo que explicaria ademas

la razén por la cual es el primer dominio en desnaturalizarse.

Tabla A6.2.2. Valores calculados de la doble diferencia de energia libre (AAGcalc) y desnaturalizacion térmica (ATm_cac) de las
9 mutaciones puntuales y 3 desamidaciones

Mutacién AAGaic ATm_calc Mutacién AAGaic ATm_calc Mutacién AAGeaic ATm_calc
(kcal/mol) (°C) (kcal/mol) (°C) (kcal/mol) (°C)
Q12E 2.81+0.23 8.5 W42Q 8.69+0.43 26.3 R76S -1.37£0.56 -4.1
R14C 3.03£0.27 9.1 M43V 0.53+0.23 1.6 E106A 0.18+0.14 0.5
R14S 2.67+0.41 8.1 N49D 2.06 £0.15 6.2 N160D -0.02+£0.32 -0.1
R36S 1.80+0.35 5.4 R58H -3.71+£0.43 -11.2
W42R 12.64 +£0.82 38.2 G60C -1.29£0.08 -3.9

De las 22 mutaciones, fueron R58H, G60C y R76S las Unicas en presentar valores negativos de AAG (efecto
estabilizador), lo que concuerda con reportes experimentales que demuestran que estas mutaciones no afectan
la estabilidad de HsCRYGD.?%318321322 por gy parte, la mutacién W42R fue la que presentd el mayor efecto
desestabilizador, lo que también coincide con datos experimentales previos realizados por el grupo de King.2733
En el estudio de Serebryany et al. se demostrd que las mutaciones W42R/Q afectan al motivo de llave griega de
N-td, reduciendo las interacciones intermoleculares hidrofébicas y favoreciendo el ingreso de moléculas de agua
hacia el interior de los motivos de llave griega.?®® Con la finalidad de comparar los datos experimentales de
desnaturalizacion térmica (ATm_exp) de las mutaciones W42R/Q con nuestros resultados, se calculd el (ATm_cac) a
partir de los valores de AAG utlizando la ecuacién de Rees y Robertson®®®: AT, cc=AAG/Nk; donde N es el nimero
de residuos en la proteina (173 aminoéacidos) y k es una constante (0.00191 kcal mol™® K* residuo™). En la Tabla
6.2.3 se reportan los valores experimentales y calculados de AT, de ambas mutaciones de Trp42 y las del escaneo
de alaninas. Al comparar ambos resultados es posible asegurar que las mutaciones W42R/Q son las mas
desestabilizadoras al tener los valores mas altos de ATp_caic, Y que el comportamiento calculado es consistente

con la informacién experimental.

Tabla A6.2.3. Datos experimentales (ATm_exp) ¥ calculados (ATm_caic) de desnaturalizacidn térmica de las mutaciones por
escaneo de alaninas®® y W42R/Q%’

Mutacién ATm exp (°C) AT _cale (°C) AATH (°C) Mutacién ATm exp (°C) AT _cale (°C) AT (°C)
Y6A 8.9 16.2 7.3 W42R 28.9 38.2 9.3
F11A 7.5 12.2 4.7 w42Q 30.4 26.3 4.1
Y16A 4.5 6.0 1.5 Y45A 8.7 19.4 10.7
Y28A 4.9 9.0 4.1 Y50A 8.0 14.2 6.2

Los resultados obtenidos con la proteina HSCRYGD demuestran que el método de PMX puede predecir de
forma confiable el efecto de mutaciones puntuales en la estabilidad de la estructura de proteinas, por lo que se

espera que su implementacién en proteinas membranales sea igualmente viable.
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XVI.6.2.2. Proteinas de barril 8 de la membrana externa de E. coli

Escherichia coli es una bacteria Gram-negativa que habita la microbiota intestinal de la mayoria de los
organismos vertebrados.3** Al igual que otras bacterias Gram-negativas, E. coli presenta una membrana interna
constituida por fosfolipidos y una membrana externa compuesta principalmente por lipopolisacaridos en su
monocapa externa y fosfolipidos en su monocapa interna.3?> Actualmente se conocen una gran variedad de
proteinas de la membrana externa (outer membrane proteins, OMPs) de E. coli que cumplen funciones de
estabilidad, proteccién y mantenimiento en la bacteria.3?® Dentro de este grupo de OMPs se encuentran las
proteinas con estructura de barril f OmpA y OmplA. La proteina OmpA (EcOmpA) cumple funciones de anclaje
en la membrana al facilitar la interaccidn de la membrana externa con el polimero de peptidoglicano.3?” Por su
parte, OmpLA (EcOmpLA) es una enzima integral de la membrana que se encarga principalmente de la hidrélisis
de fosfolipidos (fosfolipasa). La relevancia de ambas OMPs en las funciones de la bacteria ha impulsado el interés

de diferentes grupos de investigacién por el estudio de su estabilidad.3?

XVI1.6.2.2.1. Metodologia

(a) Preparacion de los modelos. Se obtuvieron del PDB las estructuras monoméricas de rayos X de las
proteinas de la membrana externa de E. coli OmpA (EcOmpA; PDB: 1QJP, 1.65 A)**® y OmpLA (EcOmpLA; PDB:
1QD6, 2.10 A)3%. Se eliminaron los lipidos co-cristalizados y otros agentes externos, se fijaron las posiciones
alternas con mayor ocupacidn, se completaron las cadenas laterales no asignadas con el programa WhatlF y se
modelaron los segmentos faltantes de EcCOmpA (aa 18 a 30, 64 a 70 y 146 a 159) con el programa Modeller
v9.17%%, Los modelos finales se orientaron con respecto a la bicapa lipidica con el servidor web OPM*%,

(b) MD atomistica. Ambos sistemas fueron sometidos a 500 ns de simulacidn de MD atomistica empleando
el campo de fuerza AMBER99SB-ILDN implementado en el programa GROMACS 5.1.4. Con base en la informacién
experimental y en estudios previos de dindmica molecular, se embebid a ECOmpA en una membrana homogénea
de 1,2-dimiristoil-fosfatidilcolina (DMPC),*31332 mientras que la fosfolipasa ECOmpLA se embebié en una bicapa
lipidica homogénea constituida por lipidos del tipo 1,2-dilauril-fosfatidilcolina (DLPC).33*33* Ambos complejos
proteina-membrana fueron generados con la herramienta membrane builder™® del servidor web CHARMM-
GUI™, Para estas simulaciones se utilizd la misma metodologia de preparacién, produccién, pardmetros y
condiciones (310 Ky 1.0 bar) descritas en el capitulo VIl de este trabajo. Finalmente, se llevd a cabo un analisis
de agrupamiento basado en el RMSD de las cadenas principales de las Omps (cut-off = 0.15 nm) para la seleccién
de la estructura mas representativa de los ultimos 300 ns de las simulaciones. Los complejos proteina-membrana
se extrajeron para su uso como modelos iniciales durante los calculos de energia libre.

(c) Célculos de energia libre. Se recopilaron los datos experimentales de AAG de 17 y 18 mutaciones de
EcOmpA¥! y EcOmpLA33, respectivamente. Al igual que para la proteina HsCRYGD, se utilizé el modelo de 2-
sistemas/1-caja para cada una de las proteinas, ensayando ademas el modelo de 2-sistemas/2-cajas para
EcOmpA (ver Esquema A6.2.2). En esta ocasion, el tripéptido se colocé a una distancia aproximada de 4.0 nm en
direccion al eje Z respecto a la estructura de la proteina, manteniendo a este ultimo en la bicapa lipidica y al
primero en el medio acuoso. Ambos sistemas se solvataron usando el modelo de agua TIP3P y neutralizaron con

una solucién de NaCl 0.15 M. Los estados A (EcOmpwr + tripéptidomutante) Y B (ECOMPmutante + tripéptidowr) se
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sometieron a minimizaciones energéticas y a los equilibrios antes descritos para proteinas membranales (2
ensambles NVT y 4 ensambles NPT), empleando los mismos pardmetros y tiempos de simulacion. A los equilibrios
le siguieron simulaciones de 50 ns de MD para cada estado usando el campo de fuerza AMBER99SB-ILDN
implementado en la paqueteria de GROMACS 4.6.7. De los ultimos 10 ns de simulacién de cada sistema se
extrajeron 100 conformaciones (snapshots), las cuales se minimizaron y equilibraron previo a la realizacion de
100 transiciones alquimicas independientes de 200 ps. Para estas transiciones se emplearon el potencial soft-
core (sc) y un Ainicial de 0 (AA =0.00001) y 1 (AA =-0.00001) para los estados Ay B, respectivamente. Finalmente,
la doble diferencia de energia de las mutaciones se calculé con el método CGI.2%°

Para las simulaciones de la proteina EcCOmpA con el modelo de 2-sistemas/2-cajas no fue necesario realizar
los equilibrios previos a la simulacién de 50 ns, esto debido a que se empled el sistema directamente extraido de
la simulacién atomistica. Por otro lado, el tripéptido se simulé en una caja de agua durante 20 ns, extrayendo de
igual forma 100 snapshots de los Ultimos 10 ns para las trasmutaciones.?*® El método CGIl permitiod calcular de
forma independiente el AG,4 por parte de ECOmpA, mientras que el AGs se obtuvo a partir de las transmutaciones
alguimicas del tripéptido. Los valores de energia obtenidos de forma independiente fueron empleados para

calcular la doble diferencia de energia libre (AAGmutacion = AG3 — AGy).

Modelo: 2 sistemas | 1 componente Modelo: 1 sistema | 2 componentes

Y S . Sistema . . - . Preparacion del
| EchpA v (OmpA | Trip.) T sistema
e . 7 o . ' i
Estado A Estado B - / = Estado A Estado B
(A=0) (=1) (o (A=0) (A=1)
! ¥ ! ¥
MD MD ) NVT (2) + NPT NVT (2) + NPT
(50 ns | 20 ns) (50 ns | 20 ns) i I (4) (4)
! ! ; 56 ! !
| 100 Snapshots | | 100 Snapshots | 0T 6 MD MD
oo T e (50 ns) (50 ns)
] A=0D1 A=10 e T ! !
= 200 200, : - :
\\\v_./_/,/ 1 (200ps) (200ps) Tripéptido  * - 10(3 Onggsnl';c;ts 10(51)081128?12?5
| ol | W e I i
R | as | : SRR
‘P’,, ) L A=0>1 A=1>0
| Tripéptido \ . RN . EM + NPT + MD EM + NPT + MD
—. | (TP | ompa>nG, || Tip>aG, | B (200ps) (200ps)
\‘V/ T T

Esquema A6.2.2. Diagrama general de trabajo empleado para el calculo de AAG de las mutantes de ECOmpA y ECOmpLA.

XVI.6.2.2.2. Resultados y Discusion

En las Figuras A6.2.4 y A6.2.5 se muestran los resultados de la caracterizacidn estructural y dindmica de las
proteinas de barril B de la membrana externa de E. coli OmpA y OmplA, respectivamente, obtenidos a partir de
simulaciones atomisticas de 500 ns. En ambas proteinas se observa una distribucion homogénea de residuos
hidrofdbicos e hidrofilicos en la superficie, orientandose estos ultimos hacia el interior del barril B. Los graficos
de RMSD y RMSF confirman la estabilidad de las proteinas durante la simulacién, presentando regiones de alta
flexibilidad en las asas que conectan a las hojas B. El analisis de agrupamiento permitié extraer la estructura mas

representativa de las simulaciones de cada proteina.
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Figura A6.2.4. EcCOmpA. (A) Representacion de la distribucidn de los aminodcidos con propiedades hidrofébicas, carga,
aromaticos (Tyr, Trp, His, Phe) y modificadores de hojas B (Pro y Gly). (B) Grafico de RMSD de la cadena principal durante
los 500 ns de simulacién. Graficos de (C) RMSF por residuo y (D) agrupamiento calculados a partir de los Gltimos 200 ns.

Residuos hidrofébicos Residuos con carga Distribucion de residuos

[] Hidrofebicos [ Hidrofilicos B Cargapositiva [l Carga negativa B Tyr/Trp/His [] Phe [l Pro [ Gly
B C D
04 0.5 100
EcOmpLA — il 3
£ 03 - g 04 2 80
£ £ 03 & 60
o 0.2 w =
%] D 0.2 @ 40
Z o1 - z 3
' 0.1 - S 20
0.0 T T T T 0.0 - ' 0 ;
0 100 200 300 400 500 50 100 150 200 250 0123456788910
Tiempo (ns) Residuo Grupo (cluster)

Figura A6.2.5. ECOmpLA. (A) Representacion de la distribucion de los aminoacidos con propiedades hidrofébicas, carga,
aromaticos (Tyr, Trp, His, Phe) y modificadores de hojas B (Pro y Gly). (B) Grafico de RMSD de la cadena principal durante
los 500 ns de simulacién. Graficos de (C) RMSF por residuo y (D) agrupamiento calculados a partir de los Gltimos 200 ns.
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Un trabajo realizado por Tamm y colaboradores con la proteina ECOmpA demostré que las mutaciones en el
cinturdn aromatico de la estructura de barril B altera la estabilidad de la macromolécula.®*! En ese estudio se
reportaron los valores de energia libre de desplagamiento de la estructura WT y de 16 mutantes de EcCOmpA en
medio acuoso (AAGgesnatH20 O AAGexperimental) COMO resultado de su desnaturalizacion quimica con urea en la
membrana. Los residuos aromaticos de triptdfano, tirosina y fenilalanina presentes en el cinturén aromatico
fueron mutados por alanina, generando un total de 10 mutaciones simples, 5 dobles y 1 triple (ver Figura
A6.2.6A). En esta ocasidon se empled el modelo de 2-sistemas/2-cajas para calcular el AAG de las mutaciones con
el método de PMX, dado que con este modelo es posible llevar a cabo transacciones independientes de
mutaciones multiples sin necesidad de aumentar el tamafo del sistema. Para las simulaciones se empled una
membrana homogénea compuesta por el lipido DMPC, en la cual se ha observado una alta estabilidad de la
proteina en estudios de cristalografia de rayos X y dindmica molecular.33%33>33¢ En |3 Figura A6.2.6A se muestra
el grafico que correlaciona los datos calculados de AAG para las 16 mutantes con los datos experimentales (ver
Figura A5.15y Tabla A5.5 del Apéndice V). El resultado de la regresion lineal muestra una alta correlacién entre
ambos datos de energia (r = 0.73); sin embargo, dicha relacion se obtiene como resultado de la alta
desestabilizacién causada por las mutaciones multiples y los bajos valores de AAG de las mutaciones simples. Al
eliminar las mutaciones multiples se observa una pérdida total de la correlacidn entre los datos experimentales
y calculados, demostrando que el modelo de 2-sistemas/2-cajas no es indicado para estos sistemas, por lo que

decidié implementar en su lugar el modelo de 2-sistemas/1-caja.

Tabla A6.2.4. Datos experimentales (AAGexp) y calculados (AAGcar) de la doble diferencia de energia libre de las mutaciones
puntuales estudiadas en la proteina ECOmpA

PMX — Modelo 1 PMX — Modelo 2 RosettaMP
Mutacién AAGexp AG3_ca|c AG4_ca|c AAGcalc AAGcalc JAVAYCPSNM
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (REU)
W7A 3.6 -6.98 £ 0.42 5.44 +0.58 4.67 £0.39 1.59
W15A 2.0 -5.22+0.39 7.21 £0.56 2.59£0.56 -1.67
-12.42 £ 0.40
W57A 2.0 -6.26 £ 0.41 6.16 £ 0.58 3.54 £ 0.50 -1.29
W143A 3.1 -11.10+£0.43 1.32+£0.59 6.91 £0.50 -1.04
Y43A 3.8 15.29 £+ 0.47 3.21+£0.47 5.27 £0.35 6.03
Y55A 2.5 15.94 +0.27 3.86£0.28 1.88+£0.28 2.69
12.08 £ 0.07
Y129A 2.7 17.26 £ 0.30 5.19+£0.31 5.20£0.29 -12.77
Y141A 3.3 18.70 £ 0.37 6.62 £0.37 4.30+0.51 -2.16
F51A 1.2 -5.38+0.12 2.85+1.45 1.82+0.20 0.63
-8.22+1.45
F123A 2.1 -5.28 £0.29 2.94 +1.48 -0.47 £0.28 1.98
W7A-Y43A 6.4 -0.34+£0.41 7.59£0.63 7.93£0.75 ND ND
Y55A-W57A 4.2 -0.34+£0.41 5.61 £0.62 5.95+0.74 ND ND
F123A-W143A 4.9 -20.65 £ 1.50 -13.37£0.81 7.28+1.71 ND ND
F123A-Y141 5.3 3.85+1.45 15.86 + 0.63 12.01+1.58 ND ND
Y141A-W143A 5.7 -0.34+0.41 16.74 £ 0.82 17.08 £0.91 ND ND
F123A-Y141A-W143A 6.8 -8.57£0.58 5.07 £1.03 13.64 +1.18 ND ND
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Figura A6.2.6. Proteinas de la membrana externa EcCOmpA y EcOmpLA. Representacion de la estructura tridimensional con
los sitios de mutacion coloreados y regresiones lineales de los valores experimentales y calculados de AAG para los sistemas
(A) EcOmpA y (B) ECOmpLA. Las esferas en color negro de las estructuras representan las cabezas de los lipidos de DMPC y
DLPC empleados para las simulaciones de ECOmpA y EcOmpLA, respectivamente. Las barras en los graficos generados con
el método PMX representan el error asociado a la prediccion. Las diferencias de energia calculadas con el método MPddG
del programa RosettaMP se presentan en unidades de Rosetta Energy Units (REU). Los datos graficados para ECOmpA se
encuentran coloreados respecto al tipo de residuo mutado (Trp — naranja, Tyr — parpura, Phe — verde), mostrando en color
negro a las mutaciones multiples. En los graficos ECOmpLA se colorean los datos respecto a las propiedades del residuo por
el que fue mutado el aminoacido Ala210: Lys — azul, Polares (His, Ser, Thr, Asn y GIn) — naranja, Asp y Glu — rojo, Gly y Cys —
gris, Aromaticos (Phe, Tyr y Trp) — verde e Hidrofdbicos (Gly, Leu, lle, Met y Val) — negro.
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La implementacion del modelo de 2-sistemas/1-caja con las 10 mutaciones simples en ECOmpA mostré una
mejoria significativa en la prediccion del efecto desestabilizador de las variantes al presentar un coeficiente de
correlacién r = 0.67, con errores asociados a la prediccion menores a 0.60 kcal/mol (ver Tabla A6.2.4). A pesar de
la dispersion de los valores, los datos calculados permiten determinar, al igual que en los datos experimentales,
gue las mutaciones de las fenilalaninas no afectan la estabilidad de EcOmpA, y que las mutaciones Y43A, Y141A
y W143A son las mas desestabilizadoras. Ademas, el método PMX mostré ser mas predictivo que el método
MPddG del programa RosettaMP, en el que ademds se descartd a la mutacién Y129A debido a que su valor de
energia (Rosetta Energy Units, REU) se encontraba fuera del intervalo esperado (-10 < REU < 10 kcal/mol).%>*

En el caso de la proteina EcOmpLA, el grupo de Fleming determind la energia libre de transferencia de 19
variantes del aminodcido Ala210 desde su estado plegado en membranas de DLPC a su forma desnaturalizada
en agua (AAGeenat:0 0 AAGexperimental), Usando cloruro de guanidinio como agente desnaturalizante.®®® El
aminodcido mutado Ala210 se localiza en la regidon media de la proteina, orientando su residuo hacia la interfaz
de las monocapas de la membrana de DLPC (ver Figura A6.2.6B). Los resultados experimentales mostraron que
la modificacién de este aminodcido por residuos hidrofébicos (Phe, Leu, lle, Pro, Tyr, Val, Met y Trp) contribuia a
la estabilidad de la proteina en la membrana, mientras que el cambio por Gly o residuos polares y cargados
favorecia su transicion al medio acuoso. Para la prediccion de AAG con el método de PMX, se descartd de forma
inicial la mutacién A210P dada la imposibilidad de calcular transiciones atémicas con el residuo de prolina.?’
Ademas de esta mutacidn, se descartd la variante A210R debido a la gran diferencia de energia calculada durante
las transicion del residuo en los medios acuoso y transmembranal (AAGaz10r = 16.93 kcal/mol). Este artefacto en
la prediccion se debe a que la carga formal positiva del residuo de arginina tiene mayor preferencia por un medio
hidrofilico (agua) que por un medio hidrofdbico (lipido). Lo mismo ocurre con los residuos cargados de Asp
(AAGa2100 = 23.81 kcal/mol), Glu (AAGaz10e = 27.21 kcal/mol) y Lys (AAGaz10k = 22.05 kcal/mol), por lo que para
estos se llevaron a cabo las transmutaciones de la forma neutra en ambos medios (i.e. Asp y Glu protonados y
Lys desprotoando). En la Figura A6.2.6B se muestra la regresion lineal de los datos de AAG calculados contra los
experimentales, formando seis grupos diferentes de las variantes de acuerdo con las propiedades del residuo
por lo que se mutd a Ala210: (1) Lys, (2) Polares (His, Ser, Thr, Asny Gln), (3) Aspy Glu, (4) Gly y Cys, (5) Aromaticos
(Phe, Tyry Trp) y (6) Hidrofdbicos (Gly, Leu, lle, Met y Val) — negro. El gréfico obtenido muestra una correlacion
aceptable (r = 0.75) entre los datos predichos y los experimentales, mostrando ademas valores inferiores a los
0.35 kcal/mol del error asociado a la prediccidn (ver Tabla A6.2.5). Con los resultados del calculo se corrobora
que la modificaciéon del residuo de Ala210 por grupos hidrofébicos, en los que se incluyen los aromaticos,
favorecen la estabilidad de EcOmpLA en la membrana (AAG < 0.00 kcal/mol), mientras que la Gly, Cys y los
residuos polares promueven su desnaturalizacién en agua (AAG > 0.00 kcal/mol). Al igual que con el sistema
EcOmpA, el método de PMX presentd una mejor prediccion del efecto de las mutaciones en la desestabilizacion
de EcOmpLA en comparacion con el método MPddG del programa RosettaMP. A pesar de la baja correlacion,
este Ultimo también logra representar la tendencia de grupos desestabilizadores /estabilizadores observada de

forma experimental y con el método de PMX.
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Tabla A6.2.5. Datos experimentales (AAGexp) y calculados (AAGcar) de la doble diferencia de energia libre de las mutaciones
puntuales estudiadas en la proteina ECOmpLA

PMX RosettaMP PMX RosettaMP
Mutacién AlGerp Mutacién AlGerp

(kcal/mol) AAGcalc AAGcalc (kcal/mol) AAGcalc AAGcalc

(kcal/mol) (REU) (kcal/mol) (REU)

A210C 0.49 0.45 +0.08 1.27 A210M -0.76 -1.81+0.20 -2.22
A210D 2.95 6.86 £ 0.18 4.61 A210N 3.47 5.40+0.14 2.66
A210E 1.64 3.71+£0.28 431 A210Q 3.01 6.82 £0.26 1.55
A210F -2.20 -1.16 £ 0.19 1.34 A210R 3.71 ND 1.16
A210G 1.72 0.85+0.09 2.25 A210S 1.83 1.79 £ 0.07 0.47
A210H 4.76 2.91+0.22 3.24 A210T 1.78 2.84+0.12 -0.85
A210I -1.56 -0.52+0.14 -3.77 A210V -0.78 1.49+0.14 -3.24
A210K 5.39 4.20+0.24 1.70 A210W -0.38 0.95+0.35 0.16
A210L -1.81 1.18 +0.16 -1.76 A210Y -1.09 1.44 £ 0.25 3.08

Los resultados obtenidos con las proteinas de la membrana externa de E. coli permiten concluir que el
método de PMX es confiable en la prediccién de la estabilidad de sistemas embebidos en membranas lipidicas.
Ademads, durante los estudios fue posible determinar tres puntos clave a considerar durante la transmutacién de

residuos en este tipo de proteinas de membrana:
(1) Se prefiere el modelo de 2-sistemas/1-caja sobre el modelo de 2-sistemas/2-cajas.

(2) Serequiere utilizar especies neutras en mutaciones que involucren aminodcidos cargados expuestos
a la region intramembranal de la bicapa lipidica. Una segunda opcidn seria utilizar la especie neutra

en la membrana y la cargada en el agua, transmutando de forma paralela un ion de la solucidn.

(3) Elerror asociado a la prediccién debe ser menor a 1.00 kcal/mol para poder ser considerado.
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XVI.6.2.3. Proteasa romboidal GlpG de E. coli

La enzima GlpG de E. coli (EcGlpG) es una serin proteasa romboidal intramembranal constituida por seis TMs,
la cual contiene un residuo catalitico de serina en TM4 (Ser201) (ver Figura A6.2.8A).3*7 En presencia de un
péptido sustrato, el residuo Ser201 forma un puente de hidrégeno con His254 (TM6) que promueve la
transferencia del hidrégeno hacia el grupo imidazol, generando al grupo oxianién en la serina que conlleva de
manera concertada un ataque nucleofilico al enlace peptidico del sustrato.3¥® Un estudio computacional
realizado por Albeck y Shokhen®*® demostré que ambos residuos cataliticos se encuentran normalmente en su
forma neutra en la membrana, llevandose a cabo la desprotonacién de Ser201 por His254 unicamente cuando
el sustrato ha ingresado al sitio activo. A diferencia de las OMPs, esta proteasa se localiza en la membranainterna
de la bacteria rodedndose mayoritariamente por fosfolipidos del tipo POPE.3*° Estudios de MD previos han
demostrado que la proteina es completamente estable en simulaciones con membranas homogéneas de POPE

a 310 K, presentando variaciones en las interacciones intramoleculares cuando se reemplaza por POPC.341:342

XVI.6.2.3.1. Metodologia

(a) Preparacion de los modelos. Se descargd del PDB la estructura de rayos X de la proteasa romboidal GlpG
de E. coli (EcGIpG) con clave 5F5B (2.30 A)**3 y se elimin el péptido inhibidor co-cristalizado en el sitio activo. El
modelo final se orientd respecto a una bicapa lipidica de referencia con el servidor OPM.

(b) MD atomistica. La proteasa EcGlpG se sometid a 200 ns de simulacién de MD atomistica empleando el
campo de fuerza AMBER99SB-ILDN implementado en el programa GROMACS 5.1.4. Con base en la informacién
experimental y en estudios previos de dindmica molecular, se embebié a la proteasa EcGIpG en una membrana
homogénea de 1-palmitoil-2-oleil-fosfatidiletanolamina (POPE).3** El complejo proteina-membrana se construyd
con la herramienta membrane builder™® del servidor web CHARMM-GUI*®, Para estas simulaciones se utilizo la
misma metodologia de preparacion, produccion, parametros y condiciones (310 K y 1.0 bar) descritas en el
Capitulo VII de este trabajo. Finalmente, se llevé a cabo un andlisis de agrupamiento basado en el RMSD de la
cadena principal (cut-off = 0.15 nm) para la seleccion de la estructura mas representativa de los ultimos 100 ns
de simulacion. Se extrajo Unicamente la conformacién mas representativa de la proteina para su uso como
modelo inicial durante los calculos de energia libre.

(c) Cdlculos de energia libre. Se recopilaron un total de 97 valores de AT, para la proteasa de EcGIpG.3** Para
esta proteasa empled el modelo de 2-sistemas/1-caja, posicionando al tripéptido en la misma membrana lipidica
que la de la proteina (ver Esquema A6.2.3). El tripéptido se colocd a una distancia aproximada de 3.0 nm respecto
a la proteina, manteniendo la misma posicidn en el eje Z que la del residuo a transmutar en la proteina y
restringiendo la movilidad del Ca del residuo central del tripéptido y el del residuo Val176 de la proteina. Para la
preparacion del sistema fue necesario construir la membrana con el método de expansién/ensamble de lipidos
implementado en el programa InflateGRO.'*’ Se llevaron a cabo varios ciclos de ensamble de lipidos antes de
colocar al tripéptido en la posicién correspondiente. El sistema se solvaté usando el modelo de agua TIP3P y
neutralizé con una solucién de NaCl 0.15 M. Los estados A (Proteasawr + tripéptidomytante) Y B (Proteasamutante +
tripéptidowr) se sometieron a minimizaciones energéticas y a los equilibrios antes descritos para proteinas

membranales, empleando los mismos parametros y tiempos de simulacién (ver Capitulo VIl). A los equilibrios le
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siguieron simulaciones de 50 ns de MD para cada estado usando el campo de fuerza AMBER99SB-ILDN
implementado en la paqueteria de GROMACS 4.6.7. De los ultimos 10 ns de simulacidn de cada sistema se
extrajeron 100 conformaciones (snapshots), las cuales se minimizaron y equilibraron previo a la realizacién de
100 transiciones alquimicas independientes de 200 ps. Para estas transiciones se empled el potencial soft-core
(sc) y un Ainicial de 0 (AA = 0.00001) y 1 (AA =-0.00001) para los estados Ay B, respectivamente. Finalmente, la

doble diferencia de energia de las mutaciones se calculé con el método CGI.2°

A=0 1
Estado A NVT (2) + o MD 100 Snapshots
(A=0) NPT (4) (50 ns) (40 — 50 ns) ENE 2'2'(\)'0'3 ‘T)S; M,
Estado B NVT (2) + . MD 100 Snapshots EM"+=N1P;) L
A=1) | NPT 4) (50 ns) > (40 - 50 ns) : 200 p)

Esquema A6.2.3. Diagrama general de trabajo empleado para el cdlculo de AAG de las mutantes de la proteasa

transmembranal EcGlpG.

XVI.6.2.3.2. Resultados y Discusion

La Figura A6.2.7 muestra la informacién estructural y dindmica de la proteasa transmembranal GlpG de E.
coli obtenida a partir de simulacidon atomisticas de 200 ns. La simulacién de MD permite corroborar que la
proteasa logra estabilizarse en los primeros nanosegundos de la simulacién, mostrando pocos cambios

conformacionales respecto a la estructura inicial asociados a la movilidad de las asas que conectan a las TMs.

Residuos hidrofébicos Residuos con carga Distribucion de residuos
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Figura A6.2.7. Proteasa transmembranal EcGIpG. (A) Representacion de la distribucion de los aminoacidos con propiedades
hidrofdébicas, carga, aromaticos (Tyr, Trp, His, Phe) y modificadores de hélices transmembranales (Pro y Gly) en la estructura
3D de la proteasa EcGlpG. (B) Grafico de RMSD de la cadena principal durante los 200 ns de simulacion. Graficos de (C) RMSF
por residuo y (D) agrupamiento calculados a partir de los ultimos 100 ns.
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Con el fin de estudiar la estabilidad termodinamica de la proteasa EcGIpG, Baker y Urban llevaron a cabo
determinaciones de desnaturalizacién térmica de un total de 143 variantes de la macromolécula.’* La
informacién generada les permitid identificar a los residuos clave en el mantenimiento de la arquitectura y
actividad de la enzima. El ensayo de termoestabilidad se realizé a 104 variantes con mutaciones simplesy 39 con
mutaciones multiples, de las que se reportaron para cada una los valores de temperatura de fusién (Twm). Los
datos de estabilidad térmica se obtuvieron a partir de la diferencia de los valores de Ty, de las variantes con el de
la WT (ATm = Tm_mut — Tm_wr [71.08 °C]). Ademds, las autoras realizaron determinaciones de la actividad
proteolitica de EcGlpG en condiciones desnaturalizantes, demostrando una relacion directa entre el efecto

desestabilizador/estabilizador y la pérdida/aumento de la actividad en la mayoria de las mutantes.

A B C
EcGIpG PMX [ 2-sistemas/1-caja ] Tl AT AT
- N =, i
o o ‘/'/,, e ¥
?%900:30 ’ £ ) Y A8 g
V¥l g 3 b 5
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Figura A6.2.8. Proteasa EcGIpG. (A) Representacion de la estructura y del microambiente en el que se encuentra la diada
catalitica de Ser201 (TM4) e His254 (TM®6). (B) Regresidn lineal de los datos calculados de AAG con el método PMX vy los
valores experimentales de desnaturalizacion térmica (ATm_exp). (C) Representacion del valor absoluto de la diferencia entre
los datos de ATm calculados (ATm _caic) y experimentales (AATm = | ATm_exp — ATm_calc |), utilizando un cédigo de color que
denota los residuos con las menores (azul) y mayores (rojo) diferencias. (D) Regresion lineal de los datos calculados de AAG
con el método MPddG del programa RosettaMP (Rosetta Energy Units, REU) y los valores experimentales de

desnaturalizacion térmica.

Con base en la informacion experimental, se considerd para este estudio la formacion de un producto
intermediario de desnaturalizacién de EcGlpG embebido en la membrana como representacion del estado
desplegado de la proteina.?®3% Es por lo anterior que para los calculos de estabilidad termodindmica con el
método de PMX se posiciond al tripéptido en la membrana lipidica, manteniendo la misma posicién en el eje Z
que la del residuo correspondiente en la proteina. Para este estudio se descartaron las 39 variantes con

mutaciones multiples y los cambios de residuo que involucraran prolina, conservando al final un total de 97 de
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las 151 mutaciones. Una vez realizados los célculos, se eliminaron 12 de esas 97 variantes debido a que durante
el analisis de CGI de las 100 simulaciones independientes de alguno de los estados se determind una baja calidad
en la distribucidn de datos. En la Figura A6.2.8B se muestra el grafico de regresién lineal de los valores de AAG
calculados contra los datos experimentales de AT, de las 85 variantes finales (ver Tabla A6.2.6). En este gréfico
se observa que existe una relacion directa aceptable entre ambas determinaciones, permitiendo predecir las
mutaciones con propiedades estabilizadoras (AAGcaicuiada < 0.00 kcal/mol) y desestabilizadoras (AAGcaiculada > 2.00
kcal/mol). Las mutaciones que involucraban un cambio en la carga formal del residuo (i.e. D268A, K173A, R214A,
E134A) fueron las Unicas en presentar errores en la prediccién mayores a 1.00 kcal/mol. Los datos de AAG fueron
utilizados para calcular el AT (ATm cac) con la ecuacién de Rees y Robertson?® (AT, cc=AAG/Nk), permitiendo
relacionar directamente los datos experimentales con los calculados al computar el valor absoluto de la
diferencia entre ambos (AATm = | ATm exp — ATm cac |) (ver Tabla A6.2.6). En la Figura A6.2.8C se muestra la
representacion del AAT, en la estructura de EcGlpG utilizando un cédigo de color que denota los aminoacidos
con menores (azul) y mayores (rojo) diferencias entre sus valores de ATn. Este andlisis sugiere que no existe una
relacién entre la posicién del aminoacido en la estructura y el nivel de prediccidon del método. Finalmente, es
importante mencionar que, al igual que en las OMPs, los datos de estabilidad de EcGIpG calculados con el método
MMddG de RosettaMP fueron menos predictivos que los obtenidos con el método PMX (Figura A6.2.8D).

Los resultados obtenidos con las OMPs y esta proteasa permiten concluir que el método de PMX tiene una
prediccién aceptable en proteinas membranales y que puede ser utilizado tanto para estructuras compuestas
por barriles B como para hélices transmembranales. Esto también sugiere que el método podria predecir de

forma confiable el efecto de mutaciones en el sistema de estudio GS-A.

Tabla A6.2.6. Datos experimentales de ATm_exp Yy Valores calculados de la doble diferencia de energia libre (AAG) y
desnaturalizacién térmica (ATm_caic) con el método de PMX para la proteasa EcGlpG

5 AT oo PMX Rosetta 5 AT oo PMX Rosetta

Mutacion ("C_) ADGear AT cai AAGoar Mutacion (°C_) AAGealc AT calc AAGealc
(kcal/mol) (°C) (REU) (kcal/mol) (°C) (REU)
C104A -3.8 3.14 +0.09 9.07 -1.25 T140A -9.6 0.54+0.24 1.57 -1.36
M111A -4.8 1.61+£0.46 4.67 -0.48 H141A -18.9 3.28£0.50 9.49 -3.06
Ql112A -4.7 1.27 £ 0.66 3.68 0.89 L143A -12.3 4.26 +0.28 12.31 0.57
M120A -3.0 0.85+0.23 2.46 1.98 M144A -6.9 2.79+£0.35 8.05 0.72
L123A -9.3 1.97 £0.49 5.70 -1.31 H145A -22.2 5.97 £ 0.66 17.27 -1.90
E134A -7.8 3.80+0.94 10.98 -1.54 H145F -19.6 4.94+0.29 14.29 -0.54
W136F -11.0 3.75+0.31 10.85 0.00 H145Q -19.0 2.06+0.74 5.97 -0.96
W136Y -4.3 -1.77 £0.50 -5.12 1.60 F146A -5.5 0.38+0.25 1.10 3.73
R137K -16.2 3.29+0.72 9.51 10.35 S147A -11.0 2.42+0.17 7.00 0.38
Y138F -6.8 0.09+£0.26 0.26 -1.38 H150A -5.9 2.15+0.29 6.23 -2.96
F139A -7.8 4.98 +0.30 14.39 2.53 1151A -3.6 2.61£0.25 7.55 -4.17

*REU: Rosetta Energy Units
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Tabla A6.2.6. Continuacidn. Datos experimentales de ATm_exp ¥ Valores calculados de la doble diferencia de energia libre
(AAG) y desnaturalizacién térmica (ATm_caic) con el método de PMX para la proteasa EcGlpG

PMX Rosetta PMX Rosetta
Mutacien ~ L1mes Mutacign ~ LTmes
(°C) AAGealc ATm e DAGeakc (°C) AAGeaic ATm e DAGeakc
(kcal/mol) (°C) (REU) (kcal/mol) (°C) (REU)
F153A -1.2 -0.40£0.22 -1.14 0.04 Y205A 1.8 -3.12+£0.93 -9.02 -4.67
L155A -8.6 4.32+0.14 12.48 4.18 A206G -5.3 2.65+0.06 7.66 2.29
W157F -0.6 1.71+£0.35 4.95 0.80 A206V -17.4 5.55+0.33 16.05 30.53
W158F -3.0 -0.34+0.25 -0.98 4.08 L207A -17.7 3.98+0.27 11.51 2.20
Y160F -2.8 0.68 +0.19 1.96 -1.35 G209A -1.7 -0.45+0.14 -1.29 1.85
G162A 0.8 -0.95 £ 0.08 -2.76 37.60 G209V -8.1 1.81+0.52 5.24 19.30
G162V -24.6 4.74 £ 0.48 13.70 44.69 Y210F -10.9 2.22+£0.48 6.43 2.20
L169A -3.5 -1.08 £ 0.53 -3.11 2.36 R214A -7.1 2.94+1.04 8.49 0.43
G170A -11.1 1.14+0.17 3.28 9.00 G215V -8.9 5.59+0.44 16.16 80.57
G170V -14.0 4.02+0.38 11.63 15.31 S221A -1.9 0.84 +0.15 2.43 -1.00
S171A -5.8 3.09 £0.20 8.93 -1.06 Y224A -0.6 2.08 £0.35 6.01 -0.06
K173A -10.4 -0.49+1.19 -1.42 -0.70 Q226A -4.9 1.52+0.40 4.40 0.36
L174A -16.3 5.40+0.21 15.61 3.63 1230A 0.7 0.03+0.38 0.09 0.78
T178A -5.9 -0.38 £0.22 -1.08 0.77 1237A 1.1 0.78 £0.27 2.25 2.46
S181A 0.1 0.84+0.14 2.42 -1.03 G240A -1.8 1.51+0.18 4.37 1.24
L183A 0.8 0.52+0.25 1.50 1.25 L244A -2.1 3.08+£0.34 8.91 1.13
G186V -15.9 5.57+0.51 16.12 12.01 F245A -2.2 2.41+0.43 6.97 2.89
Q190A 1.4 -2.83+0.49 -8.17 -0.45 M247A -2.1 1.41+0.35 4.06 0.96
S193A -2.1 -0.51+0.13 -1.49 0.83 M249A 0.5 1.45+0.50 4.18 2.72
G194V -11.2 4.36+0.35 12.60 35.13 A253V -7.7 1.06 £0.24 3.05 2.24
W196A -2.6 2.17+£0.25 6.27 -0.39 H254A 1.0 -0.88 £ 0.50 -2.54 0.44
F197A -6.5 3.11+0.42 8.99 2.25 G257A -5.9 -1.69+0.10 -4.89 60.37
F197V -9.2 5.20+0.42 15.03 4.31 G257V -14.4 3.08 £0.38 8.90 498.07
G198V -6.5 4.80+0.76 13.88 97.75 L258A -5.6 3.26+0.31 9.42 2.71
L200A -11.6 4.14+0.23 11.98 -0.91 G261A -20.0 2.50+0.13 7.24 177.71
S201A -6.2 1.41+0.11 4.08 -0.68 G261V -28.1 6.13+0.41 17.71 581.65
S201C -6.0 2.83+0.10 8.19 1.37 L262A -2.6 3.07+0.31 8.88 -1.00
S201T -3.4 0.96 +0.17 2.78 0.71 A265G 0.1 1.47+0.26 4.25 2.00
G202A -5.9 -0.05 £ 0.06 -0.14 0.02 A265V -16.5 5.03 £0.40 14.55 126.36
G202V -15.7 5.58+0.51 16.14 13.65 D268A -16.9 4.35+1.45 12.59 -0.20
V203A -10.9 2.02+0.12 5.83 2.49 S269A -2.6 2.20+0.20 6.37 1.72
V204A -8.9 2.54+0.11 7.34 3.13

*REU: Rosetta Energy Units

-159 -



APENDICE VII

XVLI.7. Apéndice VII

-160 -



Review

DOI: 10.1002/ijch.201600073

Israel Journal
of Chemistry

Generation of Amyloid-f3 Peptides by y-Secretase

Rodrigo Aguayo-Ortiz and Laura Dominguez*!®!

Abstract: y-Secretase is a four-component membrane-em-
bedded aspartyl protease involved in the final cleavage step
of the amyloid precursor protein (APP) to generate the amy-
loid-B (AP) peptide. Different amino-acid lengths of Af} pep-
tide can be produced by this enzyme, of which the oligome-
rization and aberrant accumulation of the product contain-
ing 42 amino acids (AP42) has been associated with the de-

velopment and formation of amyloid-f plaques in the brain
of Alzheimer’s disease (AD) patients. Herein, we review
some of the most important topics associated with the
structure and activity of y-secretase and the factors that
alter the substrate cleavage pattern, critical to the formation
of the different isoforms of the amyloid-f3 peptides.

Keywords: Alzheimer’s disease - amyloid beta-peptides - amyloid precursor protein - enzymes, y-secretase

1. Introduction

The development and progression of Alzheimer’s disease
(AD) has been associated with the aberrant oligomeriza-
tion and aggregation of the amyloid-p peptide (AB).= It
has been proposed that AP oligomers are implicated in
disturbing the synapses on nerve cells through binding to
immunoglobulin-like receptors, forming toxic 3-barrel ion
channels or interacting with membrane lipids, and in cre-
ating AP plaques that lead to nerve-cell death."*! AP
monomers can be produced by the sequential ectodomain
shedding and regulated intramembrane proteolysis (RIP)
of amyloid precursor protein (APP), undertaken by the
enzymes d-, B-, and vy-secretase (Figure 1).'"" The APP
can be proteolytically processed by the nonamyloidogenic
pathway or by the alternative, the amyloidogenic pathway

Non-amyloidogenic Amyloidogenic
sAPPa sAPPB
AB
APP
Apao :[!l: AB38
ABa3 ABa2
= vas-vae -{E}- T43-145
D 147-149 B3} v46-T48
\u-secretase B-secretase/’ Alternative

cleavages

ol

Q m -site

y-secretase i it y-secretase
se i
g e-site

c83 c99
AICD AICD

Figure 1. Sequential ectodomain shedding and regulated intra-
membrane proteolysis (RIP) of amyloid precursor protein (APP) in-
volved in the amyloidogenic and nonamyloidogenic pathways. Al-
ternative cleavage series of the ¢-, T-, and y-cleavage sites lead to
the formation of different Af3 products.

Isr. J. Chem. 2017, 57, 574-585

© 2017 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

that releases AP. In the first, APP is initially cleaved by
a disintegrin and metalloproteinase (ADAMY9, ADAMI0,
or ADAMI17) a-secretase to produce a soluble N-termi-
nal fragment (sAPPa) and an 83-residue C-terminal frag-
ment (C83).""*1 While the sAPPa fragment is released
to perform neuroprotective and neurotrophic functions,
the C83 peptide is subsequently processed by y-secretase
to yield APP intracellular domain (AICD) that mediates
nuclear signaling and a short soluble nonamyloidogenic
N-terminal peptide (p3) with neuroprotective func-
tion.!*"" Nevertheless, peptide p3 has also been identi-
fied as a constituent of preamyloid and diffuse amyloid
deposits in Down’s syndrome and AD brains, respective-
Ly 1719

The second pathway is triggered by the cleavage of
APP by p-secretase (f-site APP-cleaving enzyme 1,
BACE1l) to produce a soluble N-terminal fragment
(sAPPp) and the 99-residue C-terminal fragment of amy-
loid precursor protein (C99). 3-Secretase is a membrane-
associated aspartic protease that cleaves APP on the lu-
minal side of the membrane, and its activity has been pro-
posed to be the rate-limiting step of AP production.?*?!!
After the (-secretase cleavage, the intramembrane cleav-
age of C99 by y-secretase leads to the production of the
AICD fragment and the AP peptide. Natural variation in
the process of cleavage leads to the production of differ-
ent isoforms (lengths) of AP. AP40 is the predominant

[a] R. Aguayo-Ortiz, L. Dominguez
Departamento de Fisicoquimica
Universidad Nacional Auténoma de México
Ciudad de México 04510 (México)
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y-Secretase is an intramembrane-cleaving aspartyl protease that plays an essential role in the processing of
a variety of integral membrane proteins. Its role in the ultimate cleavage step in the processing of amyloid
precursor protein to form amyloid-B (AB) peptide makes it an important therapeutic target in Alzheimer's
disease research. Significant recent advances have been made in structural studies of this critical
membrane protein complex. However, details of the mechanism of activation of the enzyme complex
remain unclear. Using a multiscale computational modeling approach, combining multiple coarse-
grained microsecond dynamic trajectories with all-atom models, the structure and two conformational
states of the y-secretase complex were evaluated. The transition between enzymatic state 1 and state 2
is shown to critically depend on the protonation states of the key catalytic residues Asp257 and Asp385
in the active site domain. The active site formation, related to our y-secretase state 2, is observed to
involve a concerted movement of four transmembrane helices from the catalytic subunit, resulting in the
required localization of the catalytic residues. Global analysis of the structural ensemble of the enzyme

Received 2nd March 2017 complex was used to identify collective fluctuations important to the mechanism of substrate

Accepted 5th June 2017
recognition and demonstrate that the corresponding fluctuations observed were uncorrelated with
DOI 10.1039/c75c00980a structural changes associated with enzyme activation. Overall, this computational study provides

rsc.li/chemical-science essential insight into the role of structure and dynamics in the activation and function of y-secretase.

anterior pharynx-defective 1A (APH-1A) and nicastrin (NCT).**
PS1 is the catalytic component of y-secretase. It contains nine
transmembrane helices (TMs) organized into a horseshoe-
shaped structure with two catalytic Asp residues located at
TM6 (Asp257) and TM7 (Asp385) within the convex side of the

Introduction

y-Secretase is a membrane-embedded aspartyl protease that
cleaves different integral membrane proteins within the lipid
bilayer including amyloid precursor protein (APP), Notch, N-
cadherin and ErbB4.' APP is initially cleaved by B-secretase to
release the APP C-terminal fragment (APP-C99), which is subse-
quently processed by y-secretase to yield a variety of amyloid-
B (AB) peptides of different lengths. The pattern of cleavage of
APP-C99 results in a primary isoform, AB40 consisting of 40
amino acids, in addition to minor isoforms including AB38 and
AB42.> Aberrant accumulation of AB42 over AB40 has been
associated with the formation of amyloid-p plaques in the brain
of Alzheimer's disease (AD) patients.>* As such, developing an
understanding of the mechanism of cleavage of APP-C99 by
y-secretase is an important goal for the field.

The mature vy-secretase consists of four components
(Fig. 1A): presenilin 1 (PS1), presenilin enhancer 2 (PEN-2),

Fig.1 (A) Depiction of the all atom model of y-secretase, derived from
the 5FN2 PDB structure, colored by its subunits: PS1, NCT, PEN-2, and
APH-1Ain green, blue, yellow, and orange, respectively. (B) Fluctuation
analysis of 5FN2-derived atomistic model of y-secretase in POPC
bilayer (gray) color-coded by the normalized per-residue root mean

“Departamento de Fisicoquimica, Facultad de Quimica, Universidad Nacional
Auténoma de México, Mexico City, 04510, Mexico. E-mail: lauradd@unam.mx

*Department of Chemistry, Boston University, Boston, Massachusetts 02215, USA
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5576 | Chem. Sci., 2017, 8, 5576-5584

square fluctuation (RMSF) from more flexible (red) to less flexible
(blue). The analysis was performed during the last 500 ns of the
simulation.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017
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y-secretase is an intra-membrane aspartyl protease involved in the production of amyloid-f peptides.
Aberrant cleavage of the 99-residue C-terminal fragment of the amyloid precursor protein leads to the
formation of a 42-amino-acid isoform (AB42). Further oligomerization and aggregation of this isoform is
implicated in the onset and progression of Alzheimer's disease. Recent elucidation of y-secretase by cryo-
electron microscopy techniques have opened a new horizon in the structural and dynamic character-
ization of the enzyme. Currently, only a few molecular dynamics studies have been carried out to explore
the mechanism of substrate recognition and entry, or the transition between active and inactive states of
the catalytic subunit. Herein, we briefly review the computational approaches and their most relevant
findings. The general picture of the current GS simulation studies will open new questions to understand
the behavior of the enzyme dynamics and explain the modulation mechanisms for the treatment of

© 2018 Elsevier B.V. and Société Francaise de Biochimie et Biologie Moléculaire (SFBBM). All rights

reserved.

1. Introduction

y-secretase (GS) is an intramembrane-cleaving aspartyl prote-
ase involved in the last processing step of amyloid precursor pro-
tein (APP) to produce different amyloid-f (Af) isoforms [1]. Normal
processing of 99-residue C-terminal fragment of APP (C99) by GS
leads to the production of the 40-amino acid length isoform (Ap40).
Aberrant C99 cleavage results in an increased production of the
longer and toxic 42-amino acid species of AP (Ap42) over the less
toxic AB40 [2] that leads to their oligomerization and aggregation in
the brain and that have been associated with the development and
progression of Alzheimer's disease [3,4].

Human GS is a multi-subunit complex consisting of four com-
ponents: presenilin 1 (PS1), presenilin enhancer 2 (PEN-2), anterior
pharynx-defective 1A (APH-1A) and nicastrin (NCT) (Fig. 1a) [5,6].
PS1 comprise nine transmembrane helices (TM 1—9) and contains
the catalytic aspartate residues in its TM6 (Asp257) and TM7
(Asp385). This subunit consists in a N-terminal (NTF, TM1-6) and C-
terminal (CTF, TM7-9) fragments obtained as a result of the auto-
proteolytic process that occurs during GS maturation [7]. These

* Corresponding author. Avenida Universidad 3000, Ciudad Universitaria, Coy-
oacan, 04510, CDMX, Mexico.
E-mail address: lauradd@unam.mx (L. Dominguez).
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fragments interact with PEN-2 (3 TMs) and APH-1A (7 TMs) sub-
units, which have important roles in the maturation and assembly
of the GS complex [8]. Finally, NCT is a type-1 transmembrane
glycoprotein formed by a single TM in its C-terminal region and a
large N-terminal extracellular domain (ECD). It has been proposed
that the NCT ECD has a key role in preventing the entry of bulky
substrates into the active site [9].

Currently, six cryo-electron microscopy (cryo-EM) structures of
human GS have been deposited in the Protein Data Bank (PDB):
4UI12, 5A63, 5FN2, 5FN3, 5FN4 and 5FN5 [10—13]. The fragment
comprising the large PS1 region between TM6 and TM7 was not
assigned in any of these structures. And PS TM2 could only be
resolved in 4UI2, 5FN2 and 5FN3. Moreover, 5FN3 and 5FN4 were
resolved with two unidentified external peptides at the active site,
while the density map of DAPT inhibitor was reported at the same
site for the 5FN2 structure. Structural and conformational differ-
ences of these structures were reviewed elsewhere [14].

Experimental studies of GS have provided valuable information
related to its structure and biological functions [15,16]; however,
details of its mechanisms of activation, substrate recruitment and
cleavage remain unclear. Employing the available GS structures and
experimental data, different research groups have focused on
studying key dynamic features of the PS1 component and the
whole GS complex, such as its structural ensemble, activation

0300-9084/© 2018 Elsevier B.V. and Société Francaise de Biochimie et Biologie Moléculaire (SFBBM). All rights reserved.
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v-Secretase (GS) is a multi-subunit membrane-embedded aspartyl protease that cleaves more than 80
integral membrane proteins, including the amyloid precursor protein (APP) to produce the amyloid-f
(AB) peptide. Oligomerization and aggregation of the 42-amino acid length AB isoform in the brain has
been associated with the development and progression of Alzheimer's disease (AD). Based on recent
experimental structural studies and using multiscale computational modeling approaches, the conformational
states and protein—membrane interactions of the GS complex embedded in six homogeneous and six
heterogeneous lipid bilayers were characterized. In order to identify potential lipid and cholesterol
binding sites, GS regions with high lipid/cholesterol occupancy values were analyzed using atomistic and
coarse-grained simulations. Long lipid residence times were observed to be correlated with a large
number of hydrogen bonds between the charged headgroups and key GS amino acids. This observation
provides a plausible explanation for the inhibition of GS by charged lipids observed in previous
experimental studies. Computed lateral pressure profiles suggest that higher transmembrane pressures
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favor active state conformations of the catalytic subunit. A probable mechanism for the regulation of the
local stress response in cholesterol-rich multicomponent lipid bilayers is identified. Finally, it is demonstrated
DOI: 10.1039/c8cp04138e that interactions between the nicastrin extracellular domain and lipid headgroups leads to a compact

structural conformation of the GS complex. Overall, this study provides valuable insight into the effect of
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Introduction

v-Secretase (GS) is an intramembrane aspartyl protease involved
in the ultimate step in the cleavage of amyloid precursor protein
(APP) to generate amyloid-B (AB) peptides.' In the penultimate
step in this process, APP is cleaved by the membrane-associated
B-site APP-cleaving enzyme 1 (BACE1, B-secretase) to produce an
intramembrane 99-residue C-terminal fragment (C99).> The
intramembrane cleavage of the C99 fragment by GS leads to
the formation of the APP intracellular domain (AICD), which
mediates nuclear signaling, and AB peptides of varying length.’
Normal variation in the cleavage of C99 leads to the production
of a 40-amino acid length isoform of AP (AB40). However,
aberrant processing of C99 by GS can increase the production
of the toxic and more amyloidogenic 42-amino acid species
(Ap42).* Oligomerization of the AB42 isoform in the brain
has been proposed to be the causative agent of Alzheimer’s
disease (AD).”
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bilayer lipid composition on the GS structural ensemble and its function.

GS is a multi-subunit integral membrane protein complex
consisting of four components: presenilin 1 (PS1), presenilin
enhancer 2 (PEN-2), anterior pharynx-defective 1A (APH-1A) and
nicastrin (NCT) (Fig. 1A).° PS1 is the catalytic component
comprised of nine transmembrane helices (TM1-9) in which
the two catalytic aspartate residues are located at TM6 (D257)
and TM7 (D385).” GS maturation involves the autoproteolytic
processing of the intracellular loop connecting TM6 and TM7
of this subunit leading to the formation of N-terminal (NTF,
TM1-6) and C-terminal (CTF, TM7-9) fragments.® These frag-
ments are stabilized by PEN-2 and APH-1A, which have key
structural roles during the maturation and assembly of the
complex.” NCT is a type-1 transmembrane glycoprotein formed
by a single TM helix and a large extracellular domain (ECD).
It has been proposed that NCT plays a critical role in the
recruitment of GS substrates.'® To date, only six cryo-electron
microscopy (cryo-EM) structures of the complete human GS
complex have been deposited in the Protein Data Bank (PDB):
4UI2, 5A63, 5FN2, 5FN3, 5FN4 and 5FN5.'17

The production of different A isoforms by GS is regulated
by structural and external factors that alter the protease activity
of the enzyme." Some of the factors that regulate GS activity
are (1) autosomal-dominant mutations in the substrate and/or
the PS1 component, (2) external agents that inhibit or modulate
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