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Introduccion

1.1 Resumen

La enzima ~v-secretasa (GS) participa en el ultimo paso de la escisiéon secuencial de
la Proteina Precursora Amiloide (APP), que culmina en la formacion de los péptidos
[B-amiloide (Af). Estos péptidos pueden formar agregados extracelulares, cuya acu-
mulacién es una de las dos evidencias patoldgicas de la enfermedad de Alzheimer. La
escisién de APP por v-secretasa conduce a la produccién de péptidos A3 con diferentes
longitudes. De acuerdo con la hipdtesis amiloidogénica, un desbalance en la proporcion
de A340:AB42 resulta en el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer.

La asignacién de los estados de protonacion de los aspdrticos cataliticos y la descripcién
de los cambios conformacionales asociados a la actividad de esta aspartil proteasa
son importantes para la comprensién del mecanismo de catdlisis. Por otra parte, una
descripcion de las interacciones principales asociadas al paso a paso del mecanismo
podria ayudar a explicar la diferencia en el modo de corte de la enzima y por lo tanto
en la produccién de las diferentes isoformas de Aj3. De esta manera, una descripciéon de
su mecanismo de reaccion es indispensable para guiar el disefio racional de farmacos
enfocados en detener el progreso de la enfermedad.

1.2 Antecedentes

1.2.1 La enfermedad de Alzheimer

La acumulacion de placas amiloides —compuestas de péptidos Aj5— es una de las dos
lesiones cerebrales caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer (EA). Los péptidos AS
se forman por la escisidon secuencial de la Proteina Precursora Amiloide (APP) por dos
proteasas: [3- y y-secretasa.

APP es una molécula de adhesién celular que participa en eventos clave del desarro-
llo neuronal. Esta proteina consta principalmente de tres partes: un gran dominio
N-terminal extracelular (ectodominio), un segmento transmembranal y una cola cito-
plasmatica corta (ACID, dominio intracelular de APP) (Fig. 1.1a).!



Primero, la enzima (3-secretasa escinde a APP (en su sitio escindible 3) removiendo
su ectodominio y reduciéndola al fragmento C-terminal de 99 aminoacidos (C99).
Posteriormente, la enzima ~-secretasa, mediante su componente proteolitico presenilina,
corta a C99 dentro de su dominio transmembranal, produciendo el fragmento AICD y
liberando al péptido A3 de la membrana celular (ver Fig. 1.1).23

a) b) c)

Ap42 AB40

Leu41-Thrag

Thr43-1le45 Val44-Val46
',' r4a-lle4s [ ] Jva a

= Sitio B a1 SitiO Y
«wua s Sitio C Vala6-Thrag [ Jle47-Leuds

y-secretasa =t s Sitio ¢

AICD

Fig. 1.1: Escision secuencial de APP por a) -secretasa en el sitio escindible £, liberando el
ectodominio y por b) «y-secretasa en los sitios €, { ¥ v ¢) produciendo el fragmento
ACID, diferentes tripéptidos y las isoformas A540 y A342.

La variacion natural en el proceso de escision de C99 por ~y-secretasa conduce a la
produccion de isoformas del péptido A5 con diferentes longitudes. La isoforma predo-
minante en personas sanas es A340 —de 40 aminodcidos— que no se considera tdxica;
mientras que la segunda isoforma més comun es A42 —de 42 aminoacidos— mas propen-
sa a agregarse de manera patogénica y predominante en pacientes con la enfermedad

de Alzheimer.%3

Se ha identificado la escisiéon secuencial de tres sitios diferentes de C99 implicados en la
formacion de los péptidos A3, denominados sitios de escision ¢,  y v (ver Fig. 1.1). La
primera escisién se produce en el sitio ¢, entre la Leu49 y la Val50 para generar A549 y
liberar el fragmento AICD. El producto A349 se escinde en el sitio ¢ entre la Val46 y la
Ile47 para producir A546 y un tripéptido. Finalmente, el péptido A5346 se escinde en el
sitio v para producir A543 o A340, que liberan uno y dos tripéptidos respectivamente.

1.2 Antecedentes



Sin embargo, la modificacién del inicio de la escisién secuencial de C99 conduce a la
formacién de la isoforma AB42 (Fig. 1.1).2

El enfoque terapéutico inicial se dirigié a la inhibicién de la enzima; sin embargo, debido
a que GS tiene varios sustratos, su inhibicién genera muchos efectos secundarios.* Se ha
propuesto que la cantidad de A342 y su proporcién con respecto a A340 son mediadores
clave de la patogénesis de [3-amiloide, esta hipétesis es fuertemente apoyada por el
hecho de que casi todas las mutaciones autosdmicas dominantes de la enfermedad
de Alzheimer familiar (FAD) en las presenilinas 1 y 2 y APP aumentan la relacién
AB42:A340 (ver www.alzforum.org/mutations).® Debido a esta evidencia, se sugiere que
la inhibicion de la produccién de todas las isoformas de A3 o su modulacion especifica

son opciones viables para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.?->°

Es importante mencionar que la enzima GS tiene dos actividades, en el primer corte
tiene actividad de carboxilasa y en los cortes subsecuentes de endopeptidasa. Cémo se
puede identificar en la Fig. 1.1c, el primer sitio de corte (¢) define principalmente qué
isoforma de A serd liberada, de manera que este primer paso podria ser la clave de la
modulacién de la proporcion AS42:A540.

1.2.2 Estructura de y-secretasa y su sitio activo

La enzima GS es una aspartil proteasa intramembranal que escinde a varias proteinas,
de las cuales APP y Notch son las mas estudiadas. Notch es una proteina heterodimérica
que reside en la superficie de las células y sirve como receptor de sefiales, y al igual que
APP, también estd sujeta a una serie de escisiones proteoliticas.”

En la actualidad, se cree que GS tiene mas de 90 sustratos, los cudles sélo tienen la simi-
litud de que son proteinas transmembranales de tipo I (que atraviesan a la membrana
una vez) cuyo ectodominio ha sido removido. Algunos productos del procesamiento
de la GS funcionan como reguladores de la transcripcion, mientras se cree que otros
juegan un papel en la sefializacidn, la adhesidn celular y la dindmica del citoesqueleto.
Esta enzima no sélo escinde a muchos sustratos, sino que también escinde al mismo
sustrato en diferentes lugares. Los multiples sustratos y los multiples sitios de escision
de GS pueden ser evidencia evolutiva de su funcién inicial en la degradacion regulada
de las proteinas transmembranales; sin embargo, incluso si GS fuera simplemente un
proteosoma de membrana, su funcién y su regulacién ahora son mas complejas.”

La enzima GS estd formada por cuatro subunidades: presenilina (PS1), Pen-2, Aph-1y
nicastrina (Fig 1.2a). La subunidad catalitica PS1, estd conformada por nueve hélices
transmembranales (TMs) y contiene a los dos asparticos cataliticos. Los asparticos
cataliticos Asp257 y Asp385 estdn localizados en la regién intramembranal en las TM6
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y TM7 respectivamente (Fig. 1.2b). El Asp257 estd localizado en el motivo estructural
VTD3s7 y el Asp385 en el motivo LGLGD3sgs. Durante el ensamblaje de GS, presenilina
se autoescinde para producir los fragmentos amino y carboxilo terminal, NTF (TMs 1-6)
y CTF (TMs 7-9) respectivamente.®

@) nicastrina

Asp257 Asp385
(a) GS es un complejo transmembra- (b) Los residuos cataliticos de GS
nal con cuatro subunidades. PDB estan localizacos en las TM6
ID: 5FN2. (Asp257) y TM7 (Asp385) de PS1.

Fig. 1.2: Estructura de ~y-secretasa.

Nicastrina es el componente mas grande de GS, tiene sélo una hélice transmembranal y
contiene un dominio extracelular grande altamente glicosilado (ECD). Se ha propuesto
que este dominio es esencial para el reconocimiento del sustrato, y para la maduraciéon y
ensamblaje de la enzima. Pen-2 es el componente mas pequefio, se encarga de estabilizar
el complejo, facilitar la maduracién autocatalitica de presenilina y llevar a cabo la
actividad catalitica de v-secretasa. Finalmente, la subunidad Aph-1 es requerida para el

autoensamblaje de la enzima por su interaccién con PS1 y la TM de nicastrina.?®

Hasta ahora, han sido depositadas en el Protein Data Bank ocho estructuras de crio-
microscopia electronica de GS (PDB IDs: 4UIS, 5A63, 5FN2, 5FN3, 5FN4, 5FN5, 6IDF
y 6IYC, para més detalles ver el Anexo 5.1).812 En este trabajo, debido a sus carac-
teristicas estructurales, se emplearon las estructuras de GS 5FN2 (4.2 A) y 6IYC (2.6
A) para construir las estructuras iniciales apo (apo-GS) y en complejo con el sustrato
(GS-C99,5 55), respectivamente.
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La estructura 5FN2 de GS fue obtenida en complejo con DAPT, que es un inhibidor
peptidomimético potente, en el sitio activo de PS1. Sin embargo, debido a la resolucion
limitada, el modo de unién del inhibidor no fue asignada. Por otro lado, las estructuras
obtenidas mas recientemente 6IDF y 6IYC fueron obtenidas por medio de la estrategia
de entrecruzamiento. La estructura de 6IYC fue obtenida de un complejo entrecruzado
entre una variante de ~y-secretasa con PS1-Q112C y APP-C83 (V695C). Ademads, para
evitar la escisién del sustrato, el Asp385 fue mutado a Ala.'?

1.2.3 Mecanismo general acido-base propuesto para la
escision por aspartil proteasas

Como para otras aspartil proteasas, el mecanismo de hidrdlisis mas aceptado para
la actividad catalitica de PS1 es un mecanismo general dcido-base que involucra dos
residuos de acido aspartico en el sitio activo y una molécula de agua ubicada entre ellos.
Uno de los aminodcidos cataliticos actiia como una base (en su forma de carboxilato)
y el otro como un acido (en su forma de acido carboxilico). La molécula de agua es
polarizada por el carboxilato para iniciar la catélisis por un ataque nucleofilico al grupo
carbonilo del enlace escindible del sustrato (Fig. 1.3).!3 El intermediario resultante
se estabiliza por la donacién del hidrégeno acido del acido carboxilico, formando un
intermediario gem-diol. Como ultimo paso, se invierten los caracteres dcido-base de los

residuos cataliticos, restableciendo sus estados de protonacidn iniciales y conduciendo a
13-16

la escision del enlace peptidico, liberando los N y C terminales correspondientes.

Fig. 1.3: Mecanismo general acido-base de la familia de aspartil proteasas. 1) La molécula de
agua es polarizada por el carboxilato, 2) el intermediario tetraédrico es estabilizado
por la transferencia del protén acido del acido carboxilico y 3) el par catalitico recupera
sus estados de protonacién iniciales conduciendo a la escisién del enlace peptidico.316

Anteriormente, la sugerencia de protedlisis intramembranal fue recibida con escepti-
cismo. Esto debido a la poca disponibilidad de agua en la regién membranal, la cual
es necesaria para la hidrélisis del enlace peptidico.!” Sin embargo, la ausencia de esta
molécula de agua se ha encontrado como un mecanismo de inactivacién o inhibicién en

otras aspartil proteasas.!8-20
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Aunque los mecanismos particulares son dependientes de la identidad exacta de la
enzima y su sustrato, este mecanismo general nos revela tres caracteristicas clave
necesarias para que la proteolisis se lleve a cabo: (1) un residuo de acido aspdrtico en su
estado 4cido, (2) un residuo de 4cido aspartico en su estado basico y (3) una molécula
de agua que se encuentre entre ambos grupos carboxilo cataliticos.

1.2.4 Determinacion de los estados de protonacion de la diada
catalitica de PS1

El valor del pKa es afectado por la naturaleza quimica del microambiente inmediato a
un grupo titulable. Cuando un aminodacido es incorporado a una proteina, el valor del
pKa de su cadena lateral es susceptible a cambiar, debido a que la naturaleza quimica
de su entorno es diferente a cuando se encuentra en disolucién. Generalmente, los
aminodcidos ionizables se encuentran en la superficie de las proteinas; sin embargo,
debido a requisitos estructurales y funcionales, a veces se encuentran inmersos en el
nucleo de la proteina. Por ejemplo, esto sucede a menudo con aminoacidos que forman

parte de sitios activos de enzimas o sitios de unién.?!

La exposicién de cargas eléctricas a un ambiente hidrofébico es altamente desfavorable;
esto se debe a que el entorno no polar carece de los dipolos eléctricos necesarios para
enmascarar electrostdticamente las cargas embebidas. Si un aminodcido ionizable queda
embebido en un nticleo no polar durante el plegamiento, es probable que esté en
su forma neutra.?! Como resultado, estos aminoécidos tienden a permanecer en su
estado eléctricamente neutro, que se expresa como un cambio de pKa. En el caso de los
aminodcidos 4cidos, el cambio en pKa serd hacia arriba, mientras que en el caso de los
aminoacidos basicos, hacia abajo.

Cuando un aminodcido ionizable estd cerca de otra especie cargada, la interaccién
electrostatica por pares puede afectar su ionizacidon. Cuando las especies tienen cargas
opuestas, el valor del pKa favorecera su ionizacién; para la especie acida, el pKa
disminuira y para la basica aumentara. Si el par tiene cargas del mismo signo, entonces
la repulsién se opondré a la ionizacion.

Otro factor que afecta al pKa de los aminoacidos ionizables es la formacién de puentes
de hidrégeno con otras especies que no necesariamente son ionizables. Si la interaccion
se favorece por el estado ionizado o por el estado neutro, el valor del pKa cambiara en
consecuencia.

Ademads, para un aminodcido dentro de una proteina, su microambiente es dindmico,
pues éste cambia conforme la conformacién de la proteina cambia. Por lo tanto, el
valor del pKa de un grupo dentro de una proteina es dependiente de su conformacion.

1.2 Antecedentes



Debido a esto, para determinar los estados de protonacién de las cadenas laterales
de aminodacidos en una proteina es necesario tomar en cuenta la correlacion entre la
conformacion y el pKa.

Las simulaciones de CpHMD son simulaciones de Dinamica Molecular (MD) en las
que el pH es uno de los parametros termodinamicos externos, como la temperatura y
la presién.?? Estos métodos fueron desarrollados con la finalidad de correlacionar la
conformacién de la proteina con sus estados de protonacién.?®> Empleando métodos
de CpHMD se pueden determinar los valores de pKa de los aminoacidos de interés
o titulables, en este caso los asparticos cataliticos de GS. De esta manera, es posible
identificar como afecta la conformacién inicial de la enzima y la presencia de otros
agentes en el sitio activo (sustrato o ligando) a los valores de pKa de los residuos
cataliticos. Ademads, esta metodologia permite relacionar cambios conformacionales con
el pH.

Es importante recordar que los sustratos de la GS son proteinas que atraviesan la
membrana, por lo que principalmente tienen un caracter hidrofébico, de manera que la
presencia del sustrato modifica el ambiente electrostético del sitio activo, reduciendo
la accesibilidad de moléculas de agua y favoreciendo que la diada catalitica tenga un
estado con menor carga electrostatica comparado con la forma apo.

En términos del mecanismo general propuesto, para que GS sea cataliticamente activa,
es necesario que: (1) su diada catalitica se encuentre en un estado monoprotonado, (2)
una molécula de agua interacttie con ambos residuos de acido aspdrtico y, por lo tanto,
(3) que los asparticos se encuentren a una distancia que permita esta interaccidon. Con
base en estos aspectos, empleando técnicas de CpHMD es posible trazar un perfil de
actividad en funcién del pH que permita determinar el pH éptimo de la enzima.

En este proyecto se empled el método de Dindmica Molecular a pH constante con
intercambio de réplicas (pH-REMD, por sus siglas en inglés) implementado en AMBER?*
y que fue desarrollado por Mongan et al.?®> y modificado por Swails et al.227 para llevar
a cabo las simulaciones con disolvente explicito y muestreo acelerado de intercambio de
réplicas. Este método combina MD con solvatacién implicita Generalized Born (GB).?® El
muestreo de estados de protonacion se lleva a cabo periédicamente mediante transi-
ciones de Monte Carlo (MC) considerando estados de protonacion discretos. Entre los
pasos de MC, el sistema evoluciona como una simulaciéon de MD estdndar.
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Simulaciones de dinamica molecular a pH constante

Mongan et al.?

propusieron emplear solvatacidn implicita GB para calcular las energias
de transicién de estados de protonacién. El calculo de energias de transicion usando
GB es rdpido, dado que no hay necesidad de equilibrar el disolvente. Mediante la
comparacion con datos experimentales de los valores de pKa de la lisozima de clara de
huevo de gallina, se demostr6é que GB es capaz de muestrear los estados de protonacién

con precisién.?>

i
AGyc HO
o+
o
| NH
0
AG, AG,
o)
I
. AGyef HO 0
H NH /H\
HyC” [ TNH TcHs
0

Fig. 1.4: Ciclo termodinamico utilizado en simulaciones de CpHMD. AGy es la energia libre
de transicion entre estados, empleada para el muestreo de Monte Carlo.

Para el muestreo MC de estados de protonacion de un residuo titulable a un valor de pH
dado se emplea el ciclo termodindmico representado en la Fig. 1.4, a partir del cudl la
energia libre de transicion entre estados es:

AGre = AGy — AGy — AGhey (1.1)

donde AG; y AG» son las diferencias de potencial del aminodcido cuando forma
parte de la proteina con respecto a cuando se encuentra en la forma del compuesto
de referencia en los estados desprotonado y protonado respectivamente. Estas dos
diferencias de potencial representan el componente electrostatico de la energia libre
calculado para el grupo titulable en la proteina:

AGupe = AGy — AG (1.2)

1.2 Antecedentes



Por otra parte, el AG,..s se separa en sus contribuciones electrostdtica y no electrostatica.
La contribucidén no electrostatica comprende la energia de enlace y la energia libre de
solvatacién del proton. Debido a la dificultad de realizar el calculo del componente
no electrostatico, se aproxima que éste tiene el mismo valor independientemente del
ambiente electrostatico. Bajo esta aproximacion, se introduce el compuesto de referencia
con pKa conocido para cancelar la porcidon no electrostatica de la energia libre de
transicién. Entonces, AG,.y se desglosa de la siguiente manera:

AC;ref = kBTQ?H - pKa,ref) In10 — AG(elec,ref (1.3)

Dénde kg es la constante de Boltzmann, T es la temperatura, pK, ,.¢ es el pKa del
compuesto de referencia apropiado (el compuesto ACE-X-NME correspondiente).

Sustituyendo las ecuaciones 1.2 y 1.3 en la ecuacion 1.1, la expresion de la energia total
de transicién es:

AGMC’ = kBT(PH - pKa,ref) In10 + ACTYelec - AC;elec,ref (14)

La energfa total de transicién AG ;¢ es la base para aplicar el criterio de Metrépolis?® y
determinar si la transicion sera aceptada o no. Si es aceptada, la simulacién contintia
con el grupo titulable en el nuevo estado de protonacién; si no, continua con el estado
de protonacién no cambiado. La probabilidad de transicién w(d — p) estd definida
por:

1, para AGpyo <0

(1.5)
exp(—BAGMc), para AGpc >0

w(d—>p)={

Dénde S es el reciproco del producto kgT.

En la implementacion de este método en AMBER, para cada residuo que se titula existe
un 25 % de probabilidad de que se produzca una titulacién multisito con un residuo
vecino; es decir, el cambio propuesto implicard cambios en el estado de protonacion
tanto del residuo y de su vecino. Dos residuos titulables se consideran "vecinos" si dos
atomos de hidrégeno titulantes estdn a 2 A o menos uno del otro. La inclusién de
cambios de estado de protonacion de multisitio es importante para sistemas que tienen
residuos titulables que interactian estrechamente. Sin la consideracion de multisitios,
las transferencias de protones entre residuos adyacentes titulables implicados en un
puente de hidrégeno no ocurririan debido a la gran penalizacion que implica interrumpir
la interaccion afiadiendo otro protén o eliminando el protén implicado en el puente de
hidrégeno.
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Consideracion del disolvente explicito

Swails et al.?” implementaron el tratamiento del disolvente explicito en las simulaciones
de MD que se llevan a cabo entre cada paso de Monte Carlo. Ellos se basaron en
la definicién del sistema y el ensamble que Baptista et al.?? propusieron para las
simulaciones CpHMD, en el que las coordenadas del sistema se pueden separar en
grados de libertad de soluto y disolvente. La consideracidn de la solvatacion explicita
ayuda a aliviar el problema del muestreo de configuraciones no fisicas que puede ocurrir
cuando el disolvente es modelado implicitamente.

Entrada:
Parametros de simulacion
Estados de protonacion iniciales
(n)

L.IJ
'P*"I’

Dinamica molecular estandar
en disolvente explicito con
estados de protonacion n

Refirar disolvente
l Potencial GB

Relajacion del
Intenta c:'imblar el Zsatado:e fisolvent
protonacion para cada residuo (simulacién)
en orden aleatorio ry

Restaurar disalvente

¢ Cambio
algun estado de
protonacion?

Mo, nno ha cambiado Si. n ha cambiado

Fig. 1.5: Diagrama de flujo empleado para llevar a cabo CpHMD con disolvente explicito.

En la Fig. 1.5 se muestra el diagrama de flujo del proceso de CpHMD con disolvente
explicito. Primero, se lleva a cabo una simulaciéon de MD con solvatacién explicita con
un conjunto de estados de protonacidn n, se retira el disolvente y se usa el potencial GB
para evaluar el intento de cambio de estado de protonacién. Después del paso de MC,
se restaura el disolvente y se relaja si n ha cambiado. El ciclo se repite hasta completar
el nimero de pasos de MC que se han asignado inicialmente.

Intercambio de réplicas en la dimensién pH

Ha sido ampliamente discutida la necesidad de un mejor muestreo del espacio confor-
macional asociado al desarrollo de metodologias para el modelo preciso del espacio de
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protonacién. El método de muestreo acelerado de intercambio de réplicas (REMD)3° es
uno de los métodos tedricos mas propuesto para superar las barreras de energia libre en
el espacio conformacional. Inicialmente se propuso asociar CpHMD con el intercambio
de réplicas con diferentes temperaturas o Halmitonianos (T-REMD y H-REMD).233! En
2012, Swails et al.?® implementaron en AMBER el método de pH-REMD descrito por
Itoh et al.,? que consiste en pasear al sistema aleatoriamente entre un conjunto de
réplicas con diferentes valores del pH (Fig. 1.6).

8 4 mmm.>mEE ., > -

7 - - - > -

6 { mm om
L5 - —
0-4 — [ e > I . _.'-

34 o -

24 mmc. . .

1 - - .‘- ..... )--. ‘.

Tiempo g

Fig. 1.6: Esquema de intercambio de réplicas que muestra ocho réplicas a diferentes valores
de pH. Los bloques representan las trayectorias de MD, mientras que las flechas
representan los intercambios entre réplicas.

La metodologia pH-REMD se lleva a cabo construyendo un numero de réplicas del
sistema que son simuladas a diferentes valores de pH, y periédicamente emplea un paso
de transiciéon de Monte Carlo en el que se intenta un intercambio entre los valores de
pH de las réplicas. La razén de las probabilidades de transicion entre la réplica i a pH; y
la réplica j a pH,, se calcula:

w(X}, X" — X", X))
w(X, XE— X], X7

= exp(—A) (1.6)

A = 10(pHm — pH)(N] — NJ) (1.7)
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EnlaEq. 1.7 Ny N ]P son los nimeros de residuos que se protonan en las réplicas i y
j respectivamente. La probabilidad de intercambio de réplicas se obtiene mediante el
siguiente criterio:

1, para A <0

(1.8)
exp(—A), para A >0

w(X), X" — X" X)) = {
Obsérvese que la relacion de aceptacion de los intercambios de pH entre réplicas
disminuye exponencialmente con la diferencia de los dos valores de pH.

Estudios de aspartil proteasas utilizando metodologias de MD a pH constante

En la actualidad, se han estudiado los estados de protonacién de la diada catalitica
de HIV-1 (una aspartil proteasa homodimérica) y BACE-1 (3-secretasa) mediante MD
a pH constante en conjunto con la técnica de intercambio de réplicas. McGee et al.33
utilizaron pH-REMD para simular HIV-1 libre y acoplada con 12 inhibidores distintos,
para determinar los valores de pKa de la diada Asp en cada caso. Este estudio provee
evidencia de que los asparticos cataliticos estdn primariamente en una configuracion
monoprotonada (en forma libre y unida) en el intervalo de pH en el que ocurren la
mayoria de los experimentos y simulaciones. Los valores de pKa determinados para la
diada catalitica de la enzima libre fueron 1.29 y 7.32.

En el segundo caso, Ellis y Shen®* emplearon la metodologia de MD a pH constante con
un modelo de estados de protonacién continuo, para elucidar el mecanismo conforma-
cional dependiente del pH que regula la actividad de la BACE-1; ellos determinaron
valores de pKa de 4.1 y 1.9 para Asp32 y Asp228 respectivamente.

1.2.5 Estudio del mecanismo de escision de C99 por
v-secretasa

Aunque el mecanismo general propuesto para las aspartil proteasas ha sido ampliamente
estudiado, el mecanismo particular de cada enzima involucra los aminodacidos que
interactian con la diada catalitica o con el sitio de corte. Es decir, el mecanismo
particular es dependiente de la identidad de la enzima.

Con base en la hipotesis amiloidogénica, la identificacién de los factores que favorecen
a que el primer sitio escindible (¢) sea entre Leu49-Val50 o entre Thr48-Leu49 pro-
porcionaria informacidén valiosa sobre el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer. La
comparacion entre la energia de activacion del corte en los aminodcidos en estos dos
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sitios posibles podria dar informacién sobre si la identidad de los aminodcidos del sitio €
juega un papel relevante en la produccion de las diferentes isoformas de AS.

Para llevar a cabo el estudio de un mecanismo de reaccién se necesita emplear una
metodologia que permita romper y formar enlaces. En las simulaciones de dindmica

molecular los enlaces son modelados como osciladores armdnicos, por lo que so6lo vibran.

A su vez, la mayoria de los sistemas bioquimicos, como las enzimas, son demasiado
grandes para ser descritos en cualquier nivel de teoria ab initio. Para superar las
limitaciones de una descripcién mecdnica cudntica completa y de un tratamiento de
mecanica molecular completo se han desarrollado métodos que tratan una pequeiia
parte del sistema a nivel de la quimica cuantica (QM), mientras se conserva el campo
de fuerza (MM) que es computacionalmente mds barato para el resto del sistema. Estos
métodos son conocidos como métodos Hybrid quantum mechanics/molecular mechanics
(QM/MM), la regién del sistema en la que tiene lugar el proceso quimico se trata a un
nivel apropiado de teoria quimica cudntica, mientras que el resto se describe mediante
un campo de fuerza de mecénica molecular (Fig. 1.7). El método QM/MM proporciona
energias potenciales y fuerzas. Con estas fuerzas, es posible realizar una simulacién de
dindmica molecular. Dentro de este enfoque, se puede estudiar la reactividad quimica
en sistemas grandes, como las enzimas.?®

Esquema de acoplamiento aditivo

Fig. 1.7: Los atomos involucrados en la reaccion son considerados con un nivel de teoria QM
(magenta), mientras que el resto del sistema es tratado con MM (azul). Figura tomada
de la referencia [35].

La energia potencial hibrida QM/MM contiene tres clases de interacciones: interacciones
entre atomos en la regién QM, entre atomos en la regién MM e interacciones entre
atomos QM y MM. Las interacciones dentro de las regiones QM y MM son relativamente
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sencillas de describir, es decir, a nivel QM y MM, respectivamente. Las interacciones entre
los dos subsistemas son mas dificiles de describir, y se han propuesto varios enfoques. Es-
tos enfoques pueden dividirse en dos categorias: esquemas de acoplamiento sustractivo
y aditivo.®® Para este estudio se emple el esquema de acoplamiento aditivo.

En los esquemas aditivos, el sistema QM estd integrado en el sistema MM (que es mas
grande), y la energia potencial para todo el sistema es una suma de términos de energia
MM, QM y de acoplamiento QM/MM:

Vommm = Vou(QM) + Vi (MM) + Voun - (@M + M M) (1.9)

Aqui, tnicamente las interacciones dentro de la regién MM se describen en el nivel del
campo de fuerza, Vs (M M). A diferencia del esquema sustractivo, las interacciones
entre los dos subsistemas se tratan explicitamente: Vgas—arav(QM + MM) . Estas
interacciones se pueden describir en diferentes grados de sofisticacion, principalmente:
inmersién mecénica, electrostatica y en un ambiente polarizable.®®

En el enfoque de inmersion electrostatica empleado, la interaccion de las cargas puntua-
les MM con los electrones del sistema QM tanto como la interaccidon entre las cargas
puntuales MM y los nticleos QM se toman en cuenta explicitamente. Es decir, la regién
MM polariza la densidad electrénica QM.2*

Dirigiendo la reaccion con un método de muestreo

El enfoque tradicional para estudiar la reactividad en una computadora ha sido caracte-
rizar puntos estacionarios en la superficie de energia potencial del sistema aislado. Los
minimos se identifican como reactivos y productos, mientras que los puntos de silla de
montar de menor energia que conectan estos minimos se interpretan como los estados
de transicion. Sin embargo, extender este enfoque a las superficies de energia potencial
QM/MM es dificil, debido a la gran dimensionalidad de un sistema QM/MM tipico.
Como hay muchos mas grados de libertad que deben optimizarse, el optimizador de
geometria debe ser muy eficiente. Ademads, el nimero de minimos locales en los sistemas
de alta dimension suele ser muy grande. A temperaturas superiores a cero, muchos de
estos minimos estdn poblados y también hay muchos caminos que los conectan. Por lo
tanto, incluso si la optimizacidn se puede llevar a cabo con éxito, podria ser dificil, si no
imposible, caracterizar todas las vias que son relevantes para el proceso bajo estudio.

Para comprender la reactividad, se necesita la superficie de energia libre del proceso.
Calcular las energias libres requiere un muestreo de la superficie de energia potencial
subyacente para generar conjuntos. En equilibrio, la diferencia de energia libre AG4 . p
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entre el estado reactivo (A) y el estado del producto (B), ambos definidos como areas
en el paisaje de energia libre, estd determinada por sus poblaciones p:

AGap = —kpTIn 22 (1.10)
PA

donde kg es la constante de Boltzmann y T la temperatura. Sin embargo, para las reac-
ciones quimicas, las barreras que separan los estados A y B son altas, y las transiciones
son eventos raros. Por lo tanto, no es probable que ambos estados se muestreen sufi-
cientemente en una simulacién MD normal para proporcionar una estimacion razonable

para AG 4_p.%>

Para un muestreo adecuado de los estados A y B se puede introducir un potencial de
sesgo (un término de energia adicional) que conduzca al sistema del estado A al estado
B. Después de corregir dicho potencial de sesgo, la energia libre puede calcularse con
suficiente precision. Una sola simulacién con un potencial de sesgo no es muy eficiente.
Por lo tanto, en la practica, se realizan varias simulaciones independientes, cada una
con un potencial de sesgo diferente. Estos potenciales se llaman paraguas y se colocan

en diferentes puntos a lo largo del camino de reaccién (Fig. 1.8).3°

Estos puntos se establecen con base en uno o varios parametros de orden predefinidos
que suelen ser pardmetros geomeétricos, por ejemplo, un estiramiento antisimétrico que
involucra al atomo que estd siendo transferido y los respectivos atomos donadores y
aceptadores.3® A estos pardmetros comtinmente se les conoce como coordenada de
reaccién (£).

En cada simulacién o ventana, el muestreo se mejora alrededor del centro del paraguas.
El muestreo de paraguas (US) produce un conjunto de distribuciones de probabilidad
sesgadas. Para generar el perfil de energia libre (conocido como Potencial de Fuerza
Media o PMF) para todo el proceso, los resultados de las distintas ventanas se combinan
y se corrige el sesgo.3®

Método de muestreo de paraguas

El método de Umbrella Sampling (US) proporciona la energia libre a lo largo de una
coordenada de reaccion £. Los potenciales de sesgo pueden tener cualquier forma fun-
cional; a menudo, se emplean potenciales armonicos por su simplicidad. Comunmente,
la combinacién de las ventanas y la correccion del sesgo se lleva a cabo mediante el
método de andlisis de histograma ponderado (WHAM).3’ Para obtener informacién
sobre el algoritmo WHAM, ir al Anexo 5.3.
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ventanas

Fig. 1.8: Separacién de la coordenada de reaccién (linea discontinua) entre dos estados (aqui
representados por dos minimos en la superficie de energia potencial) en ventanas o pa-
raguas distintas. El sistema se muestrea principalmente perpendicular a la coordenada
de reaccién en cada ventana. Figura modificada de la Ref. [37]

El potencial de sesgo w; de la ventana i es un término de energia adicional, que sélo
depende de la coordenada de reaccidn:

E(r) = E™(r) + wi(€) (1.11)

El superindice b denota cantidades sesgadas, mientras que el superindice u denota
cantidades no sesgadas. Las cantidades sin superindices son siempre imparciales. Para
garantizar el muestreo en todas las regiones de &, el intervalo de interés de ¢ se divide
en varias ventanas. En cada ventana, se aplica una funcion de sesgo para mantener el
sistema cerca del punto de referencia &; °/ de 1a ventana respectiva i. A menudo, se usa
un sesgo armonico simple de fuerza K:

wi(€) = K/2(€ — &) (1.12)

Después de las simulaciones, las curvas de energia libre se combinan con métodos como
WHAM o Umbrella integration. Asumiendo un sistema ergédico, la energia no sesgada
A; (&) estd dada por la siguiente expresion:

45(8) = —(1/B) I PP(§) — wi(§) + Fi (1.13)

P?(¢) se obtiene de una simulacién de MD del sistema sesgado y w; se proporciona
analiticamente.
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Si las curvas de energia libre A4;(¢) de varias ventanas se combinan en una energia
libre A(¢) global, se debe calcular la F; que no se puede obtener directamente del
muestreo.
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1.3 Objetivo general

Utilizando metodologias de la quimica computacional, determinar con detalle atomis-
tico y electrénico el mecanismo de escision de v-secretasa, enzima esencial para la
produccion de los péptidos A5 implicados en la enfermedad de Alzheimer.

Con la finalidad de cumplir el objetivo general, este trabajo se desarrollé en dos partes
que se presentaran en dos capitulos mencionados a continuacién:

En el Capitulo 2 se desarrollard la determinacion de los estados de protonacion de la
diada catalitica para los sistemas apo-GS y GS-C99,g.55, comparando los valores de pKa,
interacciones y cambios conformacionales obtenidos.

En el Capitulo 3 se desarrollara la descripcion del estudio del mecanismo de escision
de C99 en el sitio de corte e (Leud49-Val50), identificando el efecto de la seleccion QM
en los resultados obtenidos, las principales interacciones encontradas y como afecta la
mutacién F51M de C99 en la escision en este sitio.

Finalmente, en el Capitulo 4 se presentan las perspectivas para este proyecto y en el

Capitulo 5 la informacién anexa.

1.3 Objetivo general
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Determinacidén de los valores de
pKa de la diada catalitica de
~v-secretasa

2.1 Objetivo particular

Determinar del estado de protonacién de la diada catalitica de y-secretasa en su forma
apo y en complejo con C99 empleando simulaciones de pH-REMD.

2.2 Hipotesis

El ambiente hidrofébico proporcionado por el péptido disminuira la acidez de los
aspadrticos cataliticos con respecto a la forma apo de la enzima. Es decir, favorecera un
estado con menor carga.

2.3 Metodologia general para las simulaciones
pH-REMD

2.3.1 Preparacion del sistema

Con la finalidad de 1) determinar el estado de protonacion de la diada catalitica de
GS a pH fisioldgico, 2) identificar la localizacién preferencial del protén en el estado
monoprotonado y 3) comparar el efecto de la unién del sustrato al sitio activo; se llevaron
a cabo dos conjuntos de simulaciones de pH-REMD con ocho réplicas a diferentes valores
de pH para un modelo de la regién transmembranal de GS en su forma apo y otro en su
forma unida al sustrato.

Debido a que la estructura 6IYC contiene mutaciones, se llevé a cabo una simulacion de
dindmica molecular normal para equilibrar el complejo silvestre. El dominio extracelular
de nicastrina no fue incluido en las estructuras iniciales debido a que no interactta
directamente con las TMs de PS1 y con la finalidad de reducir el tamafio del sistema.
El arreglo especial de los modelos de GS en la membrana de POPC (Palmitoil-oleil-
fosfatidil-colina) fue asignado con el servidor web OPM (Orientation of Proteins in
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Membranes).>® Ambos modelos se integraron en una membrana de POPC utilizando el
constructor de membrana de CHARMM-GUL.3?

(a) apo-GS (b) GS-C998.55

Fig. 2.1: Modelos de GS empleados para la determinacién de los valores de pK de la diada
catalitica. Se representan nicastrina (verde), Pen-2 (amarillo), Aph-1 (magenta), PS1
(cian), C99,3 55 (rojo) y la diada catalitica (naranja).

2.3.2 Detalles generales

Se empled el paquete de programas Amber162* para llevar a cabo todas las simulaciones
en este trabajo. El método de pH-REMD empleado fue el implementado por Swails et
al.?” en Amber que considera estados de protonacién discretos y solvatacién explicita.
Los campos de fuerza empleados fueron el campo de fuerza de proteinas ff14SB,4° el
campo de fuerza de lipidos Lipid14*' y el campo de fuerza de agua TIP3P.*?

Se llevé a cabo un conjunto de simulaciones de pH-REMD de 100 ns para cada sistema.
Los valores de pH de las ocho réplicas fueron asignados por el intervalo de pH de 1
a 8 con separacién de una unidad de pH. Entre cada intento de cambio de estado de
protonacioén e intento de intercambio de réplicas se llevaron a cabo 200 fs de simulacién
MD. Para el sistema apo-GS, ademds de los Asp cataliticos (Asp257 y Asp385), también
se permitid el cambio de los estados de protonacion de los aminodcidos titulables (que
su estado de protonacién puede cambiar) vecinos; los cudles fueron His81, His163,
His214, Glu273, Glu277, Glu280 de PS1, Glu4, Glu9 y Glu1l0 de Aph-1. Para el sistema
GS-C99,5 55, ademas de la diada catalitica, se habilité la modificacién de los estados
de protonacion de los aminoacidos His81, His163, His214, Cys263, Glu273, Glu277,
Glu280 de PS1 y Glu4 de Aph-1.

2.3 Metodologia general para las simulaciones pH-REMD
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Inicialmente se estableci6 el mismo intervalo de pH (1 a 8) para los conjuntos de réplicas
de ambos sistemas. Para el sistema GS-C99,g 55 este intervalo permitié muestrear los
tres estados de protonacion de la diada catalitica (diprotonado, monoprotonado y dides-
protonado). Sin embargo, al obtener diferentes valores de pKa para la diada catalitica
de los dos sistemas; para el sistema apo-GS, no se muestreo el estado diprotonado con
el intervalo de pH inicial, por lo que para muestrear los tres estados de protonacién
fue necesario cambiar el intervalo de pH al intervalo de 0 a 5.6 con separacion de 0.8
unidades de pH.

De las simulaciones de pH-REMD se obtuvo el registro de los estados de protonacion
de los aminoacidos titulables en todo el tiempo de simulacion, a partir de cuyo andlisis
se obtuvieron las fracciones de protonacion. En términos generales, la metodologia
empleada se representa en la Fig. 2.2. Para obtener una descripcién detallada sobre la
metodologia, ir al Anexo 5.2.1.

MD pH-REMD
Estructuras Minimizacion 8 réplicas a
iniciales Calentamiento diferentes valores
Equilibrio de pH

Fig. 2.2: Metodologia general para la determinacidn de los estados de protonacién de la diada
catalitica de GS para los sistemas apo-GS y GS-C99g.55.

2.3 Metodologia general para las simulaciones pH-REMD
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2.4 Resultados y discusion

2.4.1 Sistema apo-GS

Se monitoreo el avance de las simulaciones pH-REMD mediante el calculo de las series
de tiempo de las fracciones de protonacién (f,) acumulativas de los Asp cataliticos para
ambos sistemas de estudio, en la (Fig. 5.3) se representan las del sistema apo-GS. Dado
que en este sistema es probable que la titulacion de los Asp cataliticos esté acoplada,
se considerd la suma de las fracciones de protonacion (N,) de Asp257 y Asp385 como
criterio de convergencia del muestreo. En la Fig. 2.3 se puede identificar como las N,
son practicamente constantes a partir de 50 ns. También se puede identificar en la Fig.
que el estado monoprotonado (N, = 1) es mayoritario a valores de pH igual a 1.6, 2.4y
3.2. A su vez, cuando el pH = 0, los estados diprotonado y monoprotonado coexisten
en proporciones practicamente iguales (Np~1.5), por lo que no se tuvo un muestreo a
un valor de pH en el que el estado didesprotonado fuera el estado predominante en el
intervalo de empleado (con valores de pH positivos). Y finalmente a pH = 5.6, el estado
predominante es el estado didesprotonado (N,~0).

pH
00 — 16 3.2 48 —

08 — 24 40 — 56 —
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0 20 40 60 80 100
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Fig. 2.3: Series de tiempo de la suma de las fracciones de protonacién (N) de los Asp cataliticos
del sistema apo-GS.

Para llevar a cabo el calculo de los valores de pKa para cada sistema (apo-GS y GS-
C9925.55) se evaluo el acoplamiento de las curvas de titulacion de los Asp cataliticos,
dado que la ecuacion a emplear para el célculo de los valores de pKa depende de ello.
En este caso, la titulacidon podria estar acoplada si la distancia entre los Asp cataliticos
(ddasp) es corta y hay una alta probabilidad de formacién de puentes de hidrégeno.
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En la Fig. 5.4 se representa la distancia ddasp a lo largo de las trayectorias a cada valor
de pH. En la Fig. 2.4a se representan las graficas de violin de las ddasp en el intervalo
de 50 a 100 ns. A valores de pH de 0.0 a 4.0, cuando N, > 1 y existen los estados
monoprotonado y diprotonado, se obtuvo una distribucién con 3A <ddas, <5A. A
pH = 5.6, en el que el estado didesprotonado predomina, se obtuvo una distribucién
de ddasp de 5A <ddasp, <7A. A pH = 4.8, en el que el estado monoprotonado y
didesprotonado coexisten en partes iguales (N, ~ 0.5) se tiene una distribucién bimodal
que se conforma por las dos distribuciones identificadas en el intervalo de pH. Esta
distribucién bimodal representa la transicién de la ddas, por el cambio de estado de
protonacién. En las tendencias de ddasp se puede identificar su correlacién con los
estados de protonacion y por lo tanto esta distancia es dependiente del pH.

La Fig. 2.4b muestra que cuando la diada catalitica se encuentra en su estado mono-
protonado, estd interactuando mediante un puente de hidrégeno (la mayor parte del
tiempo). La probabilidad de esta interaccién disminuye por la aparicion del estado
diprotonado (pH = 0.0), en el que las interacciones mediante puentes de hidrégeno
estan limitadas por geometria. Como es de esperarse, la probabilidad de formacién
de puentes de hidrégeno entre los Asp cataliticos también disminuye con la aparicién
del estado didesprotonado (pH > 4.8) debido a que no hay atomo de hidrégeno que
se pueda donar y los grupos carboxilato se repelen. A su vez, la interaccién mediante
moléculas de agua puente se favorece por la formacion de los grupos carboxilatos.

BN Asp-Asp B Asp-HzO-Asp

1.0 1
13
] 0.8
= 11
~ g O 0.6
o ©
< IC 0.4
o 7] '
3 T T T T T T T T 0.0 B i L B B B B B
000816 2432404856 000816 2432404856
pH pH

(a) (b)

Fig. 2.4: La titulacién de la diada catalitica del sistema apo-GS se encuentra acoplada. a)
Diagramas de violin de las distribuciones de ddas, y b) probabilidades de formacién de
puentes de hidrégeno entre los Asp cataliticos a cada valor de pH.

Con base en el analisis previo se puede consensar que en el sistema apo-GS, la titulacion
de los Asp cataliticos se encuentra acoplada, por lo que los valores de pKa asociados
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a las transiciones de N, corresponden a los de un 4cido diprético y no de dos 4cidos
monoproticos aislados; por lo que estos valores de pKa se calculan con la ec. 2.1:
1 1

Ny =2 = I omGRar—pl) 1 4 107 0Kea—pH) @D

De los 50 ns de simulacién se determiné N, para 5 ventanas de 10 ns. En la Fig. 2.5a
se representa la curva de titulacién promedio con los valores de pKa calculados. El
valor del pKa del 4cido aspartico en disolucién acuosa es ~ 3.9, ambos valores de pKa
obtenidos son diferentes de este valor. El valor del pK, ; es de 0.06 + 0.21 y el valor del
PKq 2 es de 4.75 + 0.28. Debido a que no se obtuvo un muestreo completo de N, (0 >
N, < 2), la determinacién del pK, 1 tiene un margen de error grande. Se puede decir

que a valores de pH menores que 0, la diada catalitica tendria un estado diprotonado.

Tomando en cuenta los valores de pKa calculados, el intervalo de predominio del estado
monoprotonado es 0.0 <pH <4.75, mientras que a valores de pH mayores que 4.75
ambos Asp se encuentran en su estado desprotonado. Es decir, para el sistema apo-GS, a
pH fisioldgico, la diada catalitica se encuentra en su estado didesprotonado, por lo que
de acuerdo con el mecanismo general propuesto, no se puede llevar a cabo la hidrdlisis
acido-base en estas condiciones.

2.0
pKa 1 = 0.06
1 | | pKa,2 = 4-75
SR ny = 0.98
, np = 1.21
£1.0 1 I —
Z 1 I :
051 i
0.0 - :

00 08 16 24 32 40 48 56
pH

(a) Curva de la titulacién. El drea sombreada representa la  (b) Configuracién del estado mo-

zona de predominio del estado monoprotonado. noprotonado. La Lys265 inter-
actta con la diada catalitica.

Fig. 2.5: Curva de titulacién de la diada catalitica de apo-GS.

A pesar de que se identificé que las curvas de titulacién de los Asp cataliticos se
encuentran acopladas, la Fig 5.3b muestra que el Asp385 tuvo una mayor tendencia
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a estar protonado que el Asp257. A su vez, esto estd correlacionado con el nimero de
moléculas de agua en la primera capa de hidratacién de ambos aminodcidos (Fig. 2.6a);
en practicamente todos los valores de pH muestreados el Asp257 tiene una mediana de
6 moléculas de agua de hidratacién (excepto a pH = 4.8, cuya mediana es 7), mientras
que el Asp385 tiene mas frecuentemente 4 moléculas de agua de hidratacién a valores
de pH <4.0. Esta tendencia podria implicar que hay un ambiente menos hidrofilico
alrededor del Asp385, lo que favoreceria su protonacién.

Asp257 Asp385
15 1 Asp257
g 13- 1.0
(] 3
-c% 0- 8 0.6 1
3 12 Asp385 T 4]
0
o 97
E 61 0.2
3 0.0
0_ . - g g : i : i U- T T T T T T T T
00 0.8 1.6 24 3.2 4.0 48 5.6 0008162432404.856
pH pH

(a) (b)

Fig. 2.6: Principales interacciones de los asparticos cataliticos del sistema apo-GS. a) Gréficas
de cajas para las moléculas de agua en la primera capa de solvatacién de los Asp
cataliticos. b) Probabilidades de formacién de puentes de hidrégeno entre los Asp
cataliticos y Lys265 a cada valor de pH.

En busqueda de las principales interacciones del par catalitico con otros aminoacidos
en su entorno, se encontré que la Lys265 es el aminodcido con el que principalmente
forman interacciones ambos residuos (Fig. 2.5b). Este aminoacido se encuentra en el

extremo C-terminal de TM6 de PS1 (TM6-CT), el cual es formado por su autoescision.

El fragmento TM6-CT se encuentra en contacto con el ambiente acuoso en la superficie
de la membrana. En la Fig. 2.6b se representa una mayor probabilidad de formacién de
puentes de hidréogeno Asp257-Lys265 que Asp385-Lys265. Este puente de hidrégeno
sucede cuando el Asp se encuentra desprotonado y es comtinmente conocido como
puente salino, ya que se da entre un residuo cargado positivamente y otro cargado
negativamente. Con base en esto es posible sugerir que la protonacién de un Asp o el
otro esta relacionada con su capacidad para formar este puente salino.

Debido a que la determinacion de puentes de hidrégeno es una seleccién binaria (hay
0 no), se calcularon las distancias entre el nitrégeno de la cadena lateral de la Lys265
(NZ) y los carbonos del grupo carboxilato de la cadena lateral de los Asp (CG). En la
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Fig. 2.7: Distancias entre las cadenas laterales de Lys265 y de los Asp cataliticos a tres valores
de pH diferentes para el sistema apo-GS.

Fig. 5.7 se representan las distancias Asp257-Lys265 en el eje x y Asp385-Lys265 en el
eje y el color representa la evolucion temporal. Esta representacién permite identificar
que la evolucién de esta distancia es dependiente del pH. En la Fig. 2.7 se muestra la
distribucion de esta distancia (en la segunda mitad de las simulaciones) a tres valores
de pH que representan los tres estados de protonacion. Como era de esperarse, a pH =
0.0 en el que coexisten el estado diprotonado y monoprotonado, ambos Asp pierden su
capacidad para formar un puente salino con la Lys265, aunque el Asp257 es el que tiene
una mayor probabilidad de formarlo. Igualmente, a pH = 2.4 el Asp257 tiene la mayor
parte del tiempo una distancia mas corta con la Lys265 que el Asp385. Y finalmente,
cuando el estado didesprotonado es mayoritario se forma un puente salino entre los tres
aminodcidos.

2.4.2 Sistema GS'09928_55

En la Fig. 2.8a se representan las series de tiempo de la suma de las fracciones de
protonacion del par catalitico del sistema GS-C992g.55 para cada pH. Comparado con el
sistema apo-GS, las N, tuvieron menos variacion en los primeros 50 ns. De esta grafica
se puede identificar que efectivamente se muestre6 todo el espacio de N, (0 <N, <2).
El estado diprotonado predomina a pH = 1.0, 2.0, 3.0, el monoprotonado a pH =

2.4 Resultados y discusion

26



4.0, 5.0 y el didesprotonado a pH = 7.0, 8.0. A pH = 6.0 hay una transicién entre el
estado didesprotonado y monoprotonado como el estado predominante a lo largo de la

trayectoria.
H
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Fig. 2.8: Las curvas de titulacién de los asparticos cataliticos no se encuentran acopladas en el
sistema GS-C99,3 55, ya que no interactiian directamente entre si. a) Series de tiempo
de la suma de las fracciones de protonacién (Np) de los Asp cataliticos. b) Diagramas
de violin de las distribuciones de ddas, a cada valor de pH.

Al igual que para el sistema apo-GS se evalu6 si la titulacién de los Asp se encontraba
acoplada. Como se puede observar en las Fig. 5.9 y 2.8b, las distancias entre los carbonos
de los grupos carboxilato laterales (CG) de los Asp cataliticos son grandes como para
permitir una transferencia de protén (ddasp >7) y no se identifica una correlacién con
el pH. Asi mismo, la probabilidad de formacién de puentes de hidrégeno entre ellos
es practicamente nula. por lo que la titulacion de los Asp no esta acoplada en este

sistema.

Entonces, los Asp cataliticos tienen valores de pKa independientes y se pueden calcular

con la ecuacién de Hill: )

1+ 107(Ka—pID)

fr=1- (2.2)

En la que f), es la fraccién de protonacion. Se empled la segunda parte de las simulacio-
nes para llevar a cabo el calculo de los valores de pKa y el andlisis de interacciones. Se
obtuvo f, para 5 ventanas de 10 ns. En la Fig. 2.9 se representan las curvas de titulacién
promedio con los valores de pKa calculados para el Asp257 y el Asp385. El valor del
pKa del Asp257 es aproximado al del 4cido aspartico libre (=~ 3.9), mientras que el valor
del pKa del Asp385 es 6.59 que es mucho mayor. De acuerdo con los valores de pKa
obtenidos, 3.67 £+ 0.10 para el Asp257 y 6.59 + 0.22 para el Asp385, los intervalos de
pH de predominio son: pH <3.67 para el estado diprotonado, 3.67 <pH <6.59 para
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el monoprotonado y pH >6.59 para el didesprotonado. Al igual que el sistema apo-GS
el Asp385 tiene una tendencia mayor a protonarse que el Asp257, pero en contraste,
en este sistema hay una probabilidad de 25.5% de encontrar al Asp385 protonado
a pH fisiolégico (=~ 7). Por lo que, en presencia del péptido C99,5.55, hay una alta
probabilidad de que se lleve a cabo el mecanismo general de hidrélisis dcido-base.

0.0 -

1.0 20 3.0 40 50 6.0 7.0 8.0
pH

(a) Curva de titulacién. (b) Configuracién del estado
monoprotonado.

Fig. 2.9: Curvas de titulacién de la diada catalitica de GS-C99g.55.

En promedio, la hidratacion es similar para los Asp, excepto a pH >6.0, cuando hay
mas moléculas de agua solvatando el Asp385 con respecto al Asp257 (Fig. 2.10a).

Para este sistema, la distancia inicial entre los Asp cataliticos y la Lys265 fue larga y se
mantuvo asi a lo largo de la trayectorias (Fig. 5.13), de manera que no se formaron los
puentes salinos observados para apo-GS. Sin embargo, se identificé que la cadena lateral
del Asp257 forma interacciones con los &tomos del esqueleto de la Ala434 y la Leu435
(Fig. 2.10b), que son dos aminodcidos del sitio conservado PAL,*>4* del que se sabe que

tiene un papel importante en la actividad enzimatica, pero que no ha sido explicado.

Estas interacciones tienen una tendencia correlacionada al estado monoprotonado de la
diada catalitica; es decir, cuando se cumple el criterio de actividad con respecto a los
estados de protonacion, el Asp257 mayormente desprotonado es estabilizado por estas
interacciones de puente de hidrégeno (Fig. 2.10c).

A su vez, los Asp cataliticos tuvieron cierta probabilidad de formar puentes mediante
agua con el sitio escindible  de la via de escisién que culmina en la formacién de A540

2.4 Resultados y discusion

28



15 1 Asp257

el

15 4 Asp385

erchannT

1.0 2.0 3.0 40 5.0 6.0 7.0 8.0
pH

# moléculas de agua

Ala434 I [eu435

1.0 1
0.8 Asp257
Q 0.6
©
o
L 0.4+
0.2 I I I
o.o-—————ﬁ———I [

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0
pH

(b) (c)

Fig. 2.10: Principales interacciones de la diada catalitica del sistema GS-C99,5.55. a) Gréficas de
cajas de las moléculas de agua en la primera capa de solvatacion de los Asp cataliticos.
b) Probabilidades de formaciéon de puentes de hidrégeno entre los Asp cataliticos y
sitio conservado PAL a cada valor de pH. c) El Asp257 desprotonado forma puentes
de hidrégeno con la cadena lateral de los aminodcidos Ala434 y Leu435.

(Fig. 2.11a). Aunque esta interaccion no sucedié en un alto grado, en promedio, a todos
los valores de pH, la Leu49 tuvo al menos 4 moléculas de agua en su primer capa de
solvatacién (Fig. 2.11b).

La probabilidad de que uno de los Asp cataliticos se encuentre protonado a pH fisioldgico,
la presencia de interacciones entre un Asp y el sitio conservado PAL, la presencia de
moléculas de agua que interactiian con el sitio escindible y la diada catalitica son
caracteristicas que atribuyen a este sistema un estado activado.

Ademas de la ausencia del puente salino Asp-Lys265, se identificé mediante el RMSF
(Root Mean Square Fluctuation) que el TM6-CT tuvo una mayor movilidad en el sistema
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Fig. 2.11: Interacciones de la Leu49 de C99 con la diada catalitica y moléculas de agua para el
sistema GS-C99,g 55. a) Probabilidades de formaciéon de puentes de hidrégeno con
los asparticos cataliticos. b) Grafica de cajas de las moléculas de agua en su primera
capa de solvatacion a cada valor de pH.

apo-GS (Fig. 2.12). Ya que la distancia inicial entre Lys265 y la diada catalitica para
los dos sistemas es diferente, se pueden proponer dos posibilidades: 1) esta distancia
y la movilidad de TM6-CT estd determinada por la estructura inicial y 2) como se ha
observado para otras aspartil proteasas,'® la ruptura y formacién de un puente salino
con Lys o Arg asociado a un cambio conformacional puede representar el papel de un
mecanismo de activacién/inactivacion. Es decir, el desplazamiento del TM6-CT y la
ruptura del puente salino Lys-Asp podrian conducir a la activacién enzimatica de GS

mediante un ajuste inducido.

2.5 Conclusiones

Se determinaron los valores de pKa para los sistemas apo-GS y GS-C99,g.55 y se deter-
mino que para el sistema apo-GS el estado monoprotonado predomina en el intervalo
0.06 <pH <4.75, mientras que para el sistema GS-C99,3 55 predomina en el intervalo
3.67 <pH <6.59. Se identificaron las principales interacciones de los Asp cataliticos en
cada sistema. En el sistema apo-GS, los Asp interactiian principalmente entre si y con
la Lys265, mientras que para el sistema GS-C99 practicamente no interactiian entre si
ni con la Lys265, pero si con la Ala434 y la Leu435 del sitio conservado PAL y con la
Leu49 (el sitio escindible) de C99. El desplazamiento en el intervalo de predominio del
estado monoprotonado y las interacciones encontradas en el sistema GS-C99 propor-
cionan informacion sobre la actividad enzimdtica. Las diferencias entre las distancias
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Fig. 2.12: RMSF del TM6-CT de PS1 (en el intervalo de 50-100 ns)sobre todas las trayectorias
para cada pH.

Asp-Lys265 y la movilidad del TM6-CT proporcionan informacién sobre un posible
cambio conformacional asociado a la activacion de la enzima.

2.5 Conclusiones
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Estudio del mecanismo de escision
de y-secretasa sobre el péptido
C9925.55

3.1 Obijetivo particular

Estudiar el mecanismo de escision de C99 por GS en el sitio escindible ¢ con la me-
todologia QM/MM e identificar los aminoacidos que contribuyen al mecanismo de
escision.

3.2 Hipdtesis

Los aminodcidos conservados de los motivos GXGD y PAL podrian contribuir en el
mecanismo de escision.

3.3 Metodologia general para el estudio QM/MM

3.3.1 Preparacion del sistema

Como fue mencionado en la preparacién del sistema del capitulo anterior. Se generd
un sistema del complejo GS-C99,5.55 a partir de la estructura 6IYC del PDB. Se llevé
a cabo una simulaciéon de 200 ns de dinamica molecular normal para este sistema. Se
calcularon las distancias entre los carbonos del grupo carboxilo de la cadena lateral de
los Asp cataliticos y se selecciond como estructura inicial la conformacion en la que se
encontré la distancia mas corta en los tltimos 10 ns de simulacion.

3.3.2 Detalles generales

Teniendo una estructura inicial, se eligié la metodologia QM/MM para estudiar el
mecanismo que se lleva a cabo en el sitio activo con un método QM y el resto del sistema
con un campo de fuerza MM (Fig. 3.1). Se emple6 el método de Umbrella Sampling
para dirigir la reaccién. La regién QM se traté con método DFTB34>4% que es un
método aproximado de Quimica Cuantica basado en DFT que no requiere una constante
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evaluacion de integrales. A su vez, se empled el enfoque QM/MM implementado en
Amber?” con un esquema de acoplamiento aditivo. Los campos de fuerza empleados
para la descripcién de la regién MM fueron ff14SB,%° Lipidi4,*' y TIP3P.*?

N T £
.ﬁ/f/‘-\%%\:ﬁ:%ﬁ-jg

Neegrt

Fig. 3.1: Representacion de las regiones tratadas con el método QM y con el campo de fuerza
de MM para el sistema del complejo GS-C994g.55.

La estructura inicial se equilibré seleccionando la regién QM. Se generaron cinco réplicas
de cada muestreo, excepto del muestreo de espaciamiento de la coordenada de reaccién
de 0.02 A (sera explicado més adelante). Para la primera parte de la reaccién se llevé a
cabo un muestreo con una constante de fuerza para ajustar la coordenada de reaccién
de 50 kcal/molA2. Para la segunda parte de la reaccién, la constante de reaccién
empleada fue de 100 kcal/molA? con una restriccién en el enlace gem-diol formado de
50 kcal/molAZ2. En la Fig. 3.2 se representa de manera general la metodologia empleada.
Para conocer detalles adicionales sobre la metodologia, ir al Anexo 5.2.2.

3.4 Resultados y discusion

El estudio del mecanismo de escisién de C99 en el sitio ¢, entre los aminodcidos Leu49 y
Val50 por la enzima GS, se llevé a cabo con base en el mecanismo general de hidrdlisis
acido-base. Como indica este mecanismo, la reaccion se lleva a cabo en dos partes: 1) la
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Fig. 3.2: Metodologia general para el estudio del mecanismo de escisién de C99 por la enzima
GS.

formacion del intermediario gem-diol y 2) la ruptura del enlace peptidico. Por lo tanto,
el estudio computacional de este mecanismo también se llevé a cabo en dos partes, para
las cuales la coordenada de reaccién (parametro geométrico empleado para dirigir la
reacciéon) también fue elegida con base en el mecanismo general.

3.4.1 Parte 1 - Formacion del intermediario gem-diol

De acuerdo con el mecanismo general de hidrdlisis, la formacién del intermediario de
reaccién es promovida por el ataque nuclefilico de una molécula de agua al carbono
(C=0) y la protonacién simultdnea del oxigeno del grupo carbonilo (C=0) por el
hidrégeno acido (Fig. 3.3a). Tomando en cuenta esto, se definié la coordenada de
reaccion con base en las dos distancias entre atomos relacionadas con los pasos antes
mencionados, la coordenada de reaccién esta dada por la ec. 3.1.
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B O

Asp1 Asp2

(a) Primera parte del mecanismo general de hidrélisis acido-base de las
aspartil proteasas.

Ly

(b) Configuracién inicial de los aminodcidos implicados en la reaccién y
la molécula de agua. Las lineas punteadas representan las distancias
consideradas para la definicién del coordenada de la primera parte
de la reaccidn.

§= _d(CLeu4970H20) - d(OLeu497HDAsh> (3.1)

Fig. 3.3: Definicién de la coordenada de la primera parte de la reaccién.
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La seleccion inicial de los aminoacidos y moléculas de agua a considerar en la parte
QM se llevé a cabo tomando en cuenta las interacciones de puente de hidrégeno que se
formaban directa e indirectamente con los aminoacidos implicados en la reaccién. En
la Fig. 3.4 se representa la seleccidn con la que se llevaron a cabo las dos partes de la
reaccion.

Fig. 3.4: Configuracion inicial de los aminodcidos y moléculas de agua tomadas en cuenta
para el estudio del mecanismo de reaccion. La diada catalitica se representa en color
purpura, los aminoacidos que forman el enlace escindible se representan en color
amarillo y en color verde se representan los demés aminoacidos tomados en cuenta en
la parte QM.

Una vez definidas la coordenada de reaccion y la seleccion de atomos en la region
QM, se llevaron a cabo tres muestreos de la coordenada de reaccién de -5.5 A (de la

estructura inicial) a -2.0 A (aproximada con base en las distancias de enlace esperadas).

Cada uno de estos muestreos se llevo a cabo generando ventanas separadas por 0.02
A, 0.1 A y 0.2 A respectivamente. Es de esperarse que mientras mas préximas se
encuentren las ventanas, mejor serd el muestreo; sin embargo, un sobremuestreo no
es adecuado ya que aumenta el peso de los estados con probabilidades bajas y es mas
costoso computacionalmente. En la Fig. 3.5a se representan los tres perfiles energéticos
obtenidos a partir de estos muestreos. Con el espaciamiento de 0.1 A y 0.2 A se llevaron
a cabo cinco réplicas, en el caso del espaciamiento de 0.02 A sélo una, debido a la gran
cantidad de ventanas generadas en este muestreo. En esta figura se puede identificar
que no hay una variacion apreciable entre el PMF obtenido para el espaciamiento de 0.1
A comparado con el de 0.02 A y sin embargo, si hay una gran ventaja en la disminucién

3.4 Resultados y discusion

36



de ventanas generadas para el primer caso (0.1 A). Es por ello que el espaciamiento de
0.1 A es adecuado para estudiar la primera parte de la reaccién (Fig. 3.5b). En la Fig.
3.5b se representan las distribuciones de las ventanas generadas para un muestreo del
avance de reaccion de la formacién del intermediario gem-diol con un intervalo de la
coordenada de reaccién de -5.5 A a-2.0 A cada 0.1 A.
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Fig. 3.5: Seleccién del intervalo de muestreo de la coordenada de reaccién para la formacién
del intermediario gem-diol. a) Perfiles energéticos obtenidos de los tres muestreos
de la coordenada de reaccién con diferente espaciamiento. b) Distribucién de las
ventanas de Umbrella Sampling (arriba). Perfil energético elegido para la descripcion
del mecanismo (abajo).

Estado de transicion |

Como se puede identificar en la Fig. 3.5b, a pesar de que se generaron ventanas cada
0.1 A, hay un intervalo que tiene una densidad de probabilidad baja; en este intervalo
en el que el sistema se resiste a la restriccion de la coordenada de reaccion se encuentra
el estado de transicién. Con una coordenada de reaccién de ~-2.73 A y una energia de
formacion de ~25.3 kcal/mol, la configuracion del estado de transicion I se representa
en la Fig. 3.6a. Se ha reportado una energia de formacién del estado de transicion I de
la escision de APP por BACE-1 (3-secretasa) de 19.6 kcal/mol, obtenida mediante un
estudio QM/MM (ONIOM:B3LYP/Amber).*® Si bien la energia obtenida en este estudio
es mayor, la distribucién de los 4tomos es similar, a diferencia de que aqui se identificd
un aporte adicional de una interaccion con el Asp385 mediante la segunda molécula de
agua. En este estudio empleamos un método de orden bajo para la regién QM debido al
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costo energético del método de muestreo, priorizando la caracterizacion conformacional
sobre la precision. En la Fig. 3.6a se representa cémo el estado de transicién no sélo es
estabilizado por las interacciones con los Asp cataliticos (Fig. 3.6b), sino también por
una red de puentes de hidrégeno con los demds aminodcidos en la regiéon QM.

Gly382
Leu383
Gly384

G
o)
Leu49-Val50 &
oy =

Asp257

Leud9-Val50

Asp257

(a) Regién QM. (b) Interaccion con los Asp cataliticos.

Fig. 3.6: Configuracién del estado de transicion 1.

Intermediario gem-diol

Del perfil energético de la primera parte de la reaccién se obtuvo el intermediario con
una coordenada de reaccién de ~-2.53 A y un potencial de fuerza media de ~24.8
kcal/mol. La diferencia de energia entre el estado de transicién I y el intermediario de
reaccion obtenida es de apenas un poco mas que 0.5 kcal/mol. En contraste con 4.9
kcal/mol, diferencia obtenida para la reaccion catalizada por BACE-1 (estudio antes
mencionado). Esto se debe principalmente a que el estudio citado fue llevado a cabo
s6lo con optimizaciones puntuales y aqui se llevé a cabo un barrido completo, pero
sin optimizaciones. La configuracion del intermediario gem-diol se representa en la
Fig. 3.7, en la que debido a que la formaciéon y ruptura de enlaces se ha llevado a
cabo, la estructura se encuentra en un estado mas relajado comparada con el estado de
transicion I.

3.4.2 Modificando la region QM

Una vez que se completd la primera parte de la reaccién, hay una pregunta importante
qué hacer, ¢todos los aminodcidos tomados en cuenta en la regién QM contribuyen a la
reaccién? No hay estudios reportados sobre el mecanismo de escision de GS, por lo que
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Gly382
Leu383
Gly384

Leu49-Val50 Asp385
Asp257
(a) Regién QM. (b) Interaccion con los Asp cataliticos.

Fig. 3.7: Intermediario gem-diol.

no hay un punto de comparacion. Con el objetivo de responder esta pregunta, se llevo a
cabo la primera parte de la reaccidn suprimiendo cada vez algunos aminodcidos de la
seleccién QM. Para esto se emple6 el espaciamiento de muestreo de 0.2 A debido a que
en la Fig. 3.5a se puede ver que permite reproducir un PMF adecuado comparado con
los otros probados y con un menor numero de ventanas (menos tiempo de simulacién).
Cada muestreo se llevo a cabo por quintuplicado.

Es importante sefialar que la seleccién QM se hizo con base en las interacciones en-
contradas en la configuracién inicial, los aminoacidos seleccionados se pueden separar
principalmente en tres fragmentos: Al435 del motivo conservado PAL, GLG3g4 del motivo
conservado GXGD y la Thr48, que es un aminoécido implicado en el otro sitio de escisién
e posible (Thr48-Leu49).

En la Fig. 3.8 se representan los perfiles energéticos obtenidos. Considerando la limi-
tacién de emplear un método de bajo orden y posiblemente la falta de optimizacién,
se pueden observar diferencias en los perfiles obtenidos cambiando la seleccién de la
regién QM. Las observaciones principales son: 1) como se esperaba, la energia mas
baja corresponde a la seleccion de todos los aminodcidos elegidos inicialmente y la mas
baja cuando sélo se consideran los que participan directamente en la reaccién y 2) al
remover la Thr48 se observa el mayor cambio en el perfil energético.

Como se puede identificar en la Fig. 3.6a, por una parte el grupo OH de la cadena lateral
de la Thr48 forma interacciones con el fragmento GLG y por otra parte, el oxigeno de la
cadena principal de la Thr48 participa en la estabilizacién de una molécula de agua con
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un puente Thr48-H,0-Asp385. Ya que la supresion del fragmento GLG no tuvo el mismo
impacto que la de la Thr48, es muy probable que el cambio se deba a la interaccién de
la cadena principal de la Thr48 con la molécula de agua. Sin embargo, la interaccién
de la cadena lateral de la Thr48 con el fragmento GLG es interesante porque cuando el
sitio € se da entre los aminodcidos Thr48-Leu49, el aminodcido anterior es la Ile47, por
lo que no hay un grupo OH en la cadena lateral y esto podria conducir a una diferencia
energética entre la escision de los dos sitios € posibles.

35 35 T
Sistema QM Sistema QM
304 — @ H0 — @® H20
%\ —— Normal /—o\ —— Normal
E 25 - —— © GLGggy = —— ©GLGggy
£ — AL £ 301 — o !
@ 20 © Tag [ STy
O © GLGggs,AL4gs,Tag O ©GLGs3g4,AL4zs,Tug
X 15 ~ = —
LL LL 25
S 101 =
[a R o
51 !
0 |4/|// T T T T T 20 T T
—55—-50—45—-40—-35—-30—-25 —35 —3.0 —25
§(A) §(A)
(a) Perfiles energéticos sobre todo el inter-  (b) Ampliacién sobre el intervalo de -3.5 A
valo de muestreo. a-2.2 A.

Fig. 3.8: Perfiles energéticos de la primera parte de la reaccién cambiando la seleccién de la
regién QM. Normal corresponde a la seleccion Dys7, GLGDsgs, Al4ss, TIVsg, 3 HO,
mientras que los simbolos @ y © representan agregar y quitar respectivamente.

3.4.3 Parte 2 - Ruptura del enlace peptidico

La segunda parte del mecanismo general de hidrdlisis propone que la ruptura del
enlace péptidico es promovida por la protonacién del grupo amino (en este caso, de la
Leu49). Realizando varias pruebas se encontré que se obtiene una caida en el potencial
tUnicamente cuando la transferencia del protén acido se lleva a cabo mediante una
molécula de agua. Por lo tanto, se considero esta transferencia en la definicion de la
coordenada de reaccién (ec. 3.2)

Para este sistema, el muestreo de la coordenada de reaccién se llevd a cabo en el
intervalo de -4.0 A a2 2.0 A cada 0.2 A, con una ventana intermedia en -0.7 A. En la Fig.
3.10 se representa el perfil energético de la segunda parte de la reaccién. Se obtuvo una
diferencia energética de 25.1 kcal/mol entre el estado de transicion Il y el intermediario
gem-diol. Se puede identificar, por la forma triangular del perfil energético obtenido,
que en lugar de representar un camino del intermediario gem-diol a productos, el perfil
representa dos caminos diferentes que parten o terminan en el estado de transicién II
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Asp Asp+

(a) Segunda parte del mecanismo general de hidrdlisis dcido-base de las
aspartil proteasas.

.
)
(b) Intermediario gem-diol equilibrado.
£= _d(OHQO7ngm—diol) - d(NVal5OaHH20) + d(CLeu497NVal50) (3.2)

Fig. 3.9: Definicién de la coordenada de la segunda parte de la reaccién.

(un camino del intermediario al estado de transicion II y otro del estado de transicion II
a productos. De manera que la forma del perfil y la barrera alta de energia obtenidos,
pueden estar relacionados con la eleccidon de una coordenada de reaccién no adecuada y
la necesidad de llevar a cabo el muestreo de US en mds de una dimension (muestreando
mas de una coordenada de reaccion para trazar la superficie o hipersuperficie energética
de la reaccién).

Estado de transicion Il

En la Fig. 3.11 se representa la estructura del estado de transicion II. El grupo gem-diol
es estabilizado por interaccién con el Asp257 (izquierda), mientras que el grupo amino
protonado tiene interaccion mediante agua con el Asp385 (derecha). A su vez, el Asp385
interacttia con el oxigeno de la cadena principal de la Thr48 mediante otra molécula
de agua. A diferencia del estado de transicion I, en este estado no se obtuvo una red
de interacciones que incluyera todos los aminoéacidos de la seleccion QM. La diferencia
principal con el estado de transicién II de la escisién catalizada por BACE-1,*8 es que el
grupo amino protonado no interacttia directamente con el Asp catalitico, sino por medio
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Fig. 3.10: Perfil energético de la segunda parte de la reaccion.
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Leu49-Val50 '
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Leu49-Val50 %
o [
Ala434-Leud35 . Asp385
'f Asp257 ‘ Uj

(a) Regién QM. (b) Interaccién con los Asp cataliticos.

Fig. 3.11: Configuracién del estado de transicién II.

de una molécula de agua. A su vez, en el caso de BACE-1, el Asp que estabiliza al grupo
amino interactda con un grupo OH de una treonina, permitiendo que se distribuya maés
la carga. Si el Asp385 (derecha) estuviera mas cerca del grupo amino, también estaria
mas cerca de la Thr48, de manera que se podria dar una interaccion semejante a la que
se da en el sistema de BACE-1 y APP. Es decir, para llevar a cabo la segunda parte de
la reaccion es posible que se necesite que el Asp385 esté mas cerca de la Val50 (y a su
vez, de la Thr48). Puede ser conveniente partir de una configuracién inicial en la que
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se favorezca la interaccion entre la Thr48 y el Asp385, o incluso, tomar en cuenta la
distancia entre estos dos aminodcidos para llevar a cabo el muestreo de US.

Finalmente, en la Fig. 3.12 se representan los tres estados del mecanismo de hidrolisis

acido-base.

Q
(a) Inicio (b) Intermediario  gem- (c) N- y C-terminales

diol. formados.

Fig. 3.12: Mecanismo de hidrdlisis dcido-base del enlace Leu49-Val50 de C99 catalizado por
y-secretasa.

3.4.4 Efecto de la mutacion M51F en el mecanismo de
escision
Se ha descrito que la mutacién M51F (la metionina en la posicién 51 de C99 por

una fenilalanina) favorece que el sitio de corte ¢ sea entre las Thr48-Leu49 sobre las
Leu49-Val50 y por lo tanto favorece a la formacion del péptido A342 sobre del A340

(Fig. 3.14).3
Ap42( n AB40
] Leud1-Thr43
Thr43-lle45 [ [l 1val44-Vald6
C99-M51F Val46-Thra8 [ T 1lle47-Leud9
O 0
-------- > S CIS—— _

NH
ke AICD o NH

Fig. 3.13: La mutaciéon M51F de C99 favorece la via de formacién del péptido Ag42.

Con la finalidad de asociar a factores energéticos o conformacionales este fenémeno,
se generd una estructura de GS-C99 con la mutacién M51F, mutando el aminodcido y
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posteriormente llevando a cabo 300 ns de simulacién de MD normal. El cambio principal
obtenido es la orientacién del anillo aromatico de la Phe51 con respecto a la Met51
original y la Phe51 del sistema que sélo fue minimizado (y conserva la orientacién de la
Met51).

C99-M51F
minimizada

C99 silvestre

Vista lateral

C99-M51F
equilibrada

Fig. 3.14: Comparacion entre el sistema con C99 silvestre y los dos sistemas de C99-M51F.

Se llevo a cabo la primera parte de la reacciéon para los tres sistemas (dado que anterior-
mente no se considerd la Met51 en la region QM). En la Fig. 3.15 se representan los
perfiles energéticos obtenidos. Para el caso de la mutante que sélo fue minimizada, la
grafica de PMF obtenida es muy similar a la del sistema silvestre, ~1.5 kcal/mol mayor.
Pero para el sistema equilibrado con MD, hubo un cambio dréstico del PMF, con una
energia de formacién del estado de transiciéon de ~11 kcal/mol mayor que cudndo sélo

fue minimizado.

Al comparar los estados de transicion (Fig. 3.16) se puede identificar que en el caso de
la mutante no hay una interaccidén directa entre el Asp257 y el estado de transicion, de
manera que no ocurre el efecto de estabilizacion que sucede en la silvestre. La mutacién
M51F conduce a un cambio en la distribucion de las moléculas de agua del sistema y
a su vez conduce a un cambio en la configuracion del estado de transicion I del corte
en el sitio Leu49-val50. Sin embargo, este efecto puede no suceder en el corte entre
Thr48-Leu49 debido a que la posicion 51 es mds lejana.

3.5 Conclusiones

Se utilizé la metodologia QM/MM para describir las dos partes del mecanismo de
escision del primer corte de C99 por v-secretasa con base en el mecanismo general de
hidrolisis propuesto.
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Fig. 3.15: Perfiles energéticos de la primera parte de la reaccién para comparar el corte de
C99 silvestre y C99-M51F.

(a) C99 silvestre (b) C99-M51F

Fig. 3.16: Configuracién del estado de transicion 1.

Se identificé que los fragmentos conservados Al4ss del motivo PAL, GLG3g4 del motivo
GXGD y la Thr48 tienen una aportacion directa o indirecta a la estabilizacién del estado
de transicion. Sobre todo la Thr48, anédloga a una treonina que estabiliza el estado de
transicion del corte de APP en sitio escindible 8 por 8-secretasa. Si no se considera este
aminodcido en la regién QM para la primera parte de la reaccién, el perfil energético
cambia mucho.

En el estudio de la segunda parte de la reaccion, el perfil energético obtenido permitié
identificar que es necesario modificar la coordenada de reaccién o llevar a cabo un
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muestreo de Umbrella Sampling bi- o n-dimensional para muestrear este paso de la
reaccién. A su vez, la eleccidon de un configuracién inicial que favorezca la interaccion
del Asp385 con la Thr48 podria proporcionar informacién acerca de la influencia de
este aminodcido en la preferencia de uno de los sitios de corte iniciales.

A diferencia del sistema con C99 silvestre, en el sistema con la mutacién M51F el
estado de transicion I no es estabilizado directamente por ambos Asp cataliticos. En este
sistema, se observé principalmente el cambio en la orientacion de la cadena lateral del
aminodcido en la posicién 51 y la distribucién de aguas en el sitio activo.

El papel de las Thr48 y Val51 es importante porque se relaciona con la diferencia del
sitio escindible € que conduce a la produccion de A5340 y AG42.
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Perspectivas

En este trabajo se encontrd que los valores de pKa de la diada catalitica de la enzima
~-secretasa cambian por efecto de la presencia del sustrato. De manera que se favorece
el estado monoprotonado a pH fisiolégico, que a su vez esta directamente relacionado
con el estado activo de la enzima.

Al estudiar el mecanismo de escisién de C99 por la enzima ~y-secretasa en el sitio
escindible ¢ (Leu49-Val50), se identificé que los fragmentos conservados GLGsgs ¥ AL43s
y la Thr48 contribuyen a que el mecanismo de accion se lleve a cabo. También se
identificd que este sitio de corte ¢ podria ser desfavorecido en la escision de la mutante
C99-M51F debido a que la distribucién de moléculas de agua en el sitio activo es
diferente con respecto a la de C99 silvestre.

El estudio del mecanismo de acciéon de una enzima requiere considerar una amplia
variedad de factores. Este trabajo derivé a nuevas interrogantes que seria interesante
abordar con el fin de comprender el mecanismo de la enzima ~-secretasa. Por ejemplo,
estudiar el mismo sistema con otra coordenada de reaccion, llevar a cabo el muestreo
con mas de una coordenada de reaccion a la vez o conduciendo al intermediario gem-
diol a un estado en el que el Asp385 esté mds cerca de la Val50 para llevar a cabo la
segunda parte de la reaccion. También podria ser interesante emplear un método de
orden mayor para el tratamiento de la region QM para el mismo sistema e identificar si
los perfiles energéticos cambian significativamente.

Como se sabe, la formacion del péptido A4 o del A42 depende principalmente de
la posicién en la que se da el primer sitio de corte, ya sea entre las Leu49-val50 o las
Thr48-Leu49 de C99, respectivamente. Debido a esto, estudiar la escisién de C99 por
~-secretasa en este otro sitio de corte ¢ y comparar las energias y las interacciones, con
la finalidad de explicar por qué la enzima ~-secretasa prefiere un sitio sobre el otro. A su
vez, estudiar el corte en este segundo sitio € en la mutante C99-M51F permitiria apoyar
o descartar la hipdtesis propuesta en este trabajo.

Como ha sido mencionado, el sitio de corte e define principalmente qué isoforma de A3
se formard, por lo que seria de gran interés estudiar los mecanismos de escisién en los
sitios escindibles  y ~, en los que la actividad enzimatica ya no es de carboxilasa, sino
de endopeptidasa. Esto con la finalidad de buscar diferencias entre los mecanismos en
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los que la enzima tiene diferente actividad y obtener informacién acerca de cémo la
enzima reconoce en qué sitio comenzar la escisién secuencial de C99.
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Anexos

5.1 Estructuras de v-secretasa reportadas

| PDBID [ Resolucién | Mutaciones | Complejo \ Asignacién de PS1 |
Lisozima unida 81-100, 172-189, 201-206,
4UIS 4.4 A NO al PS1-CT 220-233, 257, 385, 404-423,
442-463 (102)
5A63 3.4 A NO NO 78-108, 167-261, 379-467
(215)
SEN2 | 42 A NO nhibidor DAPT 78-288, 378-467 (301)
(no asignado)
Cadena de poli- 78-263, 279-288, 378-467
SFN3 4.1 A NO alanina (no resuelto) (286)
Cadena de poli- 78-108, 167-262, 271,
SFN4 4.0 A NO alanina (no resuelto) 379-467 (217)
68-108, 167-264, 379-429,
5FN5 43 A NO NO 435-467 (223)
6IDF 2.7 A 2 Notch1 73-292, 376-467 (312)
6IYC 2.6 A 2 Proteina A A4 73-291, 376-467 (311)

Tab. 5.1: Estructuras reportadas de ~y-secretasa.
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(e) SFN4 (f) 5FN5 (g) 6IDF (h) 6IYC

Fig. 5.1: Representacién tridimensional de las estructuras de ~-secretasa, las subunidades
se representan por color: nicastrina (verde), PS1 (cian), Pen-2 (magenta) y Aph-1
(amarillo). Las cadenas de polialanina se representan en gris, Notch1 se representa en
naranja y la proteia A8 A4 en rojo.
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(e) SFN4 | (f) 5FN5 (g) 6IDF 7 (h) 6IYC

Fig. 5.2: Representacién tridimensional de las estructuras de -secretasa, las hélices transmem-
branales (TMs) se representan por color: TM1 (arena), TM2 (verde claro), TM3 (azul
claro), TM4 (naranja claro), TM5 (rosa claro), TM6 (cian claro), TM7 (amarillo claro),

TMS8 (lila) y TM9 (gris).
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5.2 Informacion adicional sobre las metodologias

5.2.1 Metodologia de las simulaciones pH-REMD

Informacién general

Para la preparacion del sistema, se empled el programa charmmlipid2amber.py para
convertir los nombres de residuos y de los atomos del campo de fuerza CHARMM36
a la nomenclatura del campo de fuerza de AMBER Lipid14. Los archivos de topologia
se prepararon con el médulo tleap de AmberTools 16 utilizando los campos de fuerza
ff14SB y Lipid14 y el modelo de agua TIP3P. El archivo de comandos leaprc.constph
establece pardmetros en tleap para llevar a cabo la metodologia de CpHMD. El programa
cpinutil.py crea el archivo cpin, el cual describe qué residuos deben titularse durante

las simulaciones y define los posibles estados de protonacién y sus energias relativas.

Esta secuencia de comandos de Python también establece los radios de carboxilato
personalizados para simulaciones de CpHMD con disolvente explicito.

Procedimiento de equilibracién

Las interacciones electrostaticas de largo alcance se trataron con el método de particula
en una malla de Ewald*’® y las fuerzas de van der Waals se calcularon con un radio
de corte de 10 A. La energia del sistema se minimizé empleando 1000 pasos del
algoritmo steepest descent, seguidos por 4000 pasos de gradiente conjugado. Todas las
simulaciones de dindmica molecular se realizaron con un paso de tiempo de 2 fs y se
restringieron los enlaces que contienen hidrégeno con SHAKE.>%>! La temperatura se

>2 con frecuencia de colisién de 1 ps~—!. Excepto por

-1

controlé con dindmica de Langevin,
las simulaciones de pH-REMD, en las que se usé una frecuencia de colisiéon de 5 ps

Primero, los sistemas se calentaron a un volumen constante, variando linealmente la
temperatura de 0 a 100 K durante 5 ps. Se continud, con un calentamiento empleando
un control anisotrépico de presiéon y un tiempo de relajacion para el bardstato de
Berendsen>? de 2 ps, variando la temperatura linealmente de 100 a 300 K durante 100
ps y empleando un potencial arménico con una constante de fuerza de 10.0 kcal/molA?
para mantener los lipidos fijos.

Los sistemas calentados se simularon durante 5 ns en condiciones NPT a 300 K con un
control de presién anisotropica y tiempo de relajacion de presion de 1 ps. Después, se
llevé a cabo un equilibrio NPT por 10 ns a 300 K con escalamiento semiisotrépico de
presiéon considerando una superficie (la membrana en este caso) en el plano zy para
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cada sistema. Esto se llevo a cabo aplicando restricciones cartesianas a las posiciones
de las cadenas laterales de la proteina. Posteriormente se llevaron a cabo 20 ns de
simulacién en las mismas condiciones, pero liberando las restricciones. Previo a las
simulaciones pH-REMD que son en condiciones de volumen constante, se llevaron a
cabo 20 ns de simulacién NVT.

Detalles sobre las simulaciones pH-REMD

Se realizaron cambios en los estados de protonacién e intentos de intercambio de
réplicas cada 200 fs. Después de cada cambio de estado de protonacion exitoso, se
realiz6 una simulacién de 200 fs para relajar el disolvente.

5.2.2 Metodologia del estudio QM/MM

Todas las simulaciones QM/MM se llevaron a cabo en condiciones NVT a 300 K, con un
radio de corte de las interacciones de largo alcance de 8 A. La parte QM fue tratada con
el método DFTB3, con una constante dieléctrica de 40 y una carga de -1.

Las ventanas se generaron mediante equilibrios de 1 ps consecutivos modificando la
coordenada de reaccion. Posteriormente se equilibré cada ventana generada durante
4 ps. Una vez equilibrada cada ventana se llevé a cabo una producciéon de 20 ps. La
constante de fuerza para ajustar la coordenada de reaccion para la primera parte fue de
50 kcal/molA? y para la segunda parte de 50 kcal/molAZ.

En las tablas 5.2, 5.3 y 5.4 se representa la informacién sobre el muestreo para la primera
parte de la reaccién, la segunda parte y para el estudio del efecto de la mutacién M51F.
En cada caso se sefialan los aminodacidos en la selecciéon QM de ~-secretasa (aags),
de C99 (aacgy) y el numero de moléculas de agua. En la columna ¢ se representa el
intervalo de muestreo de la coordenada de reaccién y el niimero de réplicas que se
llevaron a cabo en la columna # rep.
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aags ‘ aacog ‘ # Hzo ‘ f ‘
Dos57,GLGD3gs5,ALass | TLVsg [-5.5,2.0],0.1
Dos57,GLGD3gs5,AL4ss | TLVsg [-5.5,2.0],0.02
Dos57,GLGD3gs5,ALass | TLVsg [-5.5,2.0],0.2

Dys7,GLGD3gs,ALsss | TLVso [-5.5,2.01,0.2
Dss7,GLGDsgs,ALsss | TLVsg [-5.5,2.0],0.2
Dys7,GLGDsgs,ALsss | IVso [-5.5,2.01,0.2
Dss7,Dsgs,ALuss | TIVso [-5.5,2.01,0.2
Dys7,GLGDsgs TLVso [-5.5,2.01,0.2
Dss7,Dsgs, IVso [-5.5,2.01,0.2

*
SURSIIS B IS IS TS RS
o

W W wwwh[~INDN

Tab. 5.2: Informacién sobre los muestreos de Umbrella Sampling de la primera parte de la
reaccion.

] aags | aacgg | # H20 | 3 | # rep |
| D257,GLGD3gs,ALgss | TlVso | 4 [ [-5.5,2.01,0.1 | 5 |

Tab. 5.3: Informacidén sobre los muestreos de Umbrella Sampling de la segunda parte de la
reaccion.

] Clave \ aags aacgg \ # Hy0 \ £ \ # rep ‘
Silvestre Dys57,GLGDs3gs5,AL435 | TEIVM5, 3 [-5.5,2.0],0.1 5
M51F-min D257,GLGD385,AL435 TIVFs5; 3 [-5.5,2.0],0.1 5

M51F—eq MD D257,GLGD385,AL435 TLVF51 3 [-55,20],01 5

Tab. 5.4: Informacién sobre los muestreos de Umbrella Sampling de la primera parte de la
reaccién, para el estudio del efecto de la mutacién M51F.

5.2 Informacidn adicional sobre las metodologias

54



Analisis de las simulaciones

Las fracciones de protonacién fueron calculadas con el programa cphstats y los potencia-
les de fuerza media fueron calculados con el algoritmo WHAM.

Las distancias, los puentes de hidrégeno, el numero de moléculas de agua de hidrata-
cién y las desviaciones y fluctuaciones cuadraticas promedio (RMSD y RMSF) fueron
calculadas con cpptraj.>* Las imdgenes de las estructuras se generaron usando PyMOL
v0.9.5% Las gréficas se realizaron utilizando Gnuplot v5.0°® y Python v2.7°7 (NumPy,>®
SciPy,>® Matplotlib®® y Seaborn®!).

5.2 Informacidn adicional sobre las metodologias

55



5.3 Informacion complementaria sobre métodos y
técnicas

Método DFTB

Self-consistent charge density functional tight binding (SCC-DFTB o DFTB2) es un método
aproximado de Quimica Cudantica basado en una expansién de segundo orden de
la expresién de la energia total de DFT (Density Functional Theory). DFTB2 es una
alternativa a los métodos semiempiricos (SE) tradicionales de Quimica Cuantica, aunque
en el sentido estricto no es un método semiempirico, ya que su parametrizacién estd
completamente basada en cdlculos de DFT y no se lleva a cabo un ajuste a datos
empiricos. DFTB2 es comparable en velocidad con los métodos SE, el costo principal
del célculo es la solucién del problema del generalizado de valores propios en una base

minima y no se evaltian integrales durante el tiempo de ejecucién del programa.?

Se han llevado a cabo varios estudios que muestran el gran éxito y las limitaciones
de DFTB2. Este método generalmente reproduce adecuadamente las geometrias, al
igual que las energias relativas de conférmeros de péptidos y las energias de puente
de hidrégeno. Mientras que las energias de reaccién de DFTB2 son adecuadas, los
calores de formacion se sobreestiman. En general, se obtienen frecuencias de vibracion
razonables, pero se han observado fallas graves en ciertos modos vibratorios.*

El método DFTB3 mantiene las fortalezas de DFTB2, como el calculo rapido de sistemas
moleculares a gran escala con geometria confiable, pero mejora la transferibilidad y la
precision general de varias propiedades. DFTB3 tiene dos mejoras con respecto a DFTB2.
La primera es la funcién v* que mejora la interaccién electrén-electrén de la fluctuacién
de carga. La funcién 4" corrige la funcién original que impone incorrectamente una
relacion lineal entre la dureza quimica y el tamafio atémico. La segunda mejora se
refiere a la extension de DFTB2 para incluir términos de tercer orden de la expansion de
la serie Taylor de la energia de intercambio-correlaciéon de DFT. Los términos de tercer
orden hacen que la dureza quimica de un atomo (parametro de Hubbard) dependa de
su carga, lo que se vuelve particularmente importante para la descripcidn de sistemas
con cargas localizadas.*

Comparando DFTB3 con DFTB2, se mantiene la precision para las geometrias de molécu-
las que contienen C, H, N y O. Para las moléculas con cargada ele¢trica, se encuentra una
ligera mejora geométrica, mientras que los enlaces de hidrégeno son consistentemente
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demasiado cortos.*> A continuacién se representa la expresién general de la energia de
DFTB3:
EDFTBS — EHO + E’yh +EF + Erep (51)

EH0 es la contribucién a la energfa de un Hamiltoniano de orbital atémico que depende
sélo de la densidad de referencia. E7" viene el término de segundo orden de la expansién
en series de Taylor de la energia de intercambio-correlacion con la funcién ~ corregida
(™). E" es el contribucién de energia de intercambio-correlacién de tercer orden y E"¢?
es la contribucion de energia de repulsion.

Algoritmo WHAM

Quizd el método mds empleado para la estimacién de F; para calcular A(¢) es WHAM.

El objetivo de WHAM es minimizar el error estadistico en el calculo de la distribucién
global P“(§). P*(¢) se calcula mediante un promedio ponderado de las distribuciones
de las ventanas individuales:

ventanas
PU&) = > pi©)P(E) (5.2)
Los pesos p; se eligen para minimizar el error estadistico de P*:
2 Pu
Opi

bajo la condicién > p; = 1, la expresion de p; es:

a;

= , A4
Zj a;

i (§) = Niewp[—Bw;(§) + BF}] (5.4)

N; es el numero de pasos muestreados para la ventana i. Las F; son calculadas con la
Eq. (5.5)
exp(—pF;) = /P“(g)ea:p[—ﬁwi(g)]df (5.5)

P"y F; son iteradas hasta la convergencia.
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5.4 Graficas complementarias a los resultados y
analisis del Capitulo 2

5.4.1 Sistema apo-GS

00 — 16 79"%_2 48 — PH

08 — 24 40 — 56 —

0.0 T T T T 0.0 T T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

Tiempo (ns) Tiempo (ns)

(a) Asp257 (b) Asp385

Fig. 5.3: Series de tiempo de las fracciones de protonacién acumulativas del Asp cataliticos del
sistema apo-GS a cada valor de pH de muestreo.

pH
00 — 16 3.2 48 —

08 — 24 40 — 56 —
14

T T
0 20 40 60 80 100
Tiempo (ns)

Fig. 5.4: Series de tiempo de la distancia entre los CG de los Asp cataliticos para cada trayectoria
a cada pH para el sistema apo-GS.

5.4 Graficas complementarias a los resultados y andlisis del Capitulo 2



o

RMSD (A)

OO T T T T
0 20 40 60 80 100

Tiempo (ns)

Fig. 5.5: Series de tiempo del Root Mean Square Deviation (RMSD) del esqueleto del complejo
de GS en el sistema apo-GS a cada valor de pH.

o

RMSD (A)

0 20 40 60 80 100
Tiempo (ns)

Fig. 5.6: Series de tiempo del Root Mean Square Deviation (RMSD) del esqueleto de PS1 en el
sistema apo-GS a cada valor de pH.
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apo-GS

30 | PH=0.0 pH = 0.8 pH = 1.6 pH=24

L 4

30 | PH=3.2 pH = 4.0

ddpags-k2es (A)
o

0 51015202530 0 51015202530 0 51015202530 0 51015202530
ddp2s7-k2es (A)
Fig. 5.7: Distribuciones de las distancias entre el NZ de Lys265 y los CG de los Asp cataliticos

para cada pH de muestreo en el sistema apo-GS. El avance del tiempo se representa de
color azul a rojo.
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5.4.2 Sistema GS-C99,5.55

pH pH
1.0 — 3.0 5.0 70 — 1.0 — 3.0 5.0 7.0 —
20 — 4.0 6.0 — 80 — 20 — 40 6.0 — 80 —
1.0 1.0
=
0.8 0.8
0.6 0.6
2 o
0.4 0.4
0.2 O2’I
0.0 ‘ ‘ ‘ - 0.0 ‘ : : :
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Tiempo (ns) Tiempo (ns)
(a) Asp257 (b) Asp385

Fig. 5.8: Series de tiempo de las fracciones de protonacién acumulativas del Asp cataliticos del
sistema GS-C99,5.55 a cada valor de pH de muestreo.

pH
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20 — 40 6.0 — 8.0 —

0 20 40 60 80 100
Tiempo (ns)

Fig. 5.9: Series de tiempo de la distancia entre los CG de los Asp cataliticos para cada trayectoria
a cada pH para el sistema GS-C99g 55
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Fig. 5.10: Series de tiempo del Root Mean Square Deviation (RMSD) del esqueleto del complejo
de GS en el sistema GS-C99.g 55 a cada valor de pH.
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2.51
o 2.0
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Fig. 5.11: Series de tiempo del Root Mean Square Deviation (RMSD) del esqueleto de PS1 en el
sistema GS-C99,5.55 a cada valor de pH.
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Fig. 5.12: Series de tiempo del Root Mean Square Deviation (RMSD) del esqueleto del péptido
C9935.55 en el sistema GS-C994g.55 a cada valor de pH.

GS-C9925 55

30 |PH=1.0 pH = 4.0
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5
0
30 | PH=5.0 &
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Fig. 5.13: Distribuciones de las distancias entre el NZ de Lys265 y los CG de los Asp cataliticos
para cada pH de muestreo en el sistema GS-C99355.
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