MACI Vol. 8 (2021) M.L. Schuverdt, N.L. Kudraszow, R.P. Vignau, M.D. Sanchez (Eds.)

EL DOMINIO C2B DE LA SINAPTOTAGMINA-1 ES UN REGULADOR
CLAVE DE LA ESTABILIZACION DE LOS POROS DE FUSION.

Marcelo Caparotta 2, Claudia N. Tomes #, Luis S. Mayorga 2, Diego Masone .

@ Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad Nacional de Cuyo (UNCuyo), Mendoza 5500, Argentina.
b Instituto de Histologia y Embriologia de Mendoza (IHEM) — Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y
Técnicas (CONICET), Universidad Nacional de Cuyo (UNCuyo), Mendoza 5500, Argentina.
¢ Facultad de Ingenieria, Universidad Nacional de Cuyo (UNCuyo), Mendoza 5500, Argentina,
diego.masone@ingenieria.uncuyo.edu.ar

Resumen: Los poros de fusion sirven como un efectivo mecanismo para conectar organelas intracelulares y liberar
contenido vesicular durante la exocitosis. Un complejo reordenamiento lipidico tiene lugar a medida que las membranas
se aproximan, curvan, fusionan, y establecen un canal de agua para definir el poro de fusion, vinculando compartimentos
inicialmente aislados. En este trabajo, hemos desarrollado una coordenada de reaccion para inducir poros de fusion a
partir de bicapas lipidicas inicialmente planas y paralelas y la hemos usado para describir los efectos del dominio C2B
de la sinaptotagmina-1 durante este proceso. Hemos obtenido perfiles de energia libre del proceso completo. Nuestros
resultados sefialan a la regidn polibasica rica en lisina del dominio C2B de la sinaptotagmina-1 como la clave para
controlar la reorganizacion lipidica a partir de la formacion de grupos de fosfatidilinositol bifosfato, los cuales estabilizan
el poro de fusion.
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1. INTRODUCCION

La fusién y poracion de membranas han sido ampliamente estudiadas por medios computacionales
[11, [2], [3], [4] y experimentales [5]. Las simulaciones computacionales son particularmente adecuadas para
estudiar estados transitorios y metaestables (como la hemifusién) como pasos intermedios previos a la
configuracidn final permanente.

La sinaptotagmina-1 (Sytl) es un sensor de baja afinidad de CaZ* que se conecta y penetra la
biomembrana para desencadenar fusion de vesiculas y liberacion de neurotransmisores [6]. Contiene dos
dominios C2 (C2A y C2B) con estructuras similares, ambos con lazos de unién de Ca?*. Estos lazos controlan
la penetracion en las biomembranas que contienen fosfatidilserinas [7]. Ademaés, C2B es conocido por
enlazar fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP,) de manera independiente al Ca?* [8]. Consecuentemente, el
dominio C2B de la sinaptotagmina-1 es conocido como una maquina de enlace de fosfolipidos [9] y ha sido
relacionado a la deformacion de membranas, fusion de vesiculas sinapticas [10], apertura de poro de fusion
[11], estabilizacion [12], y expansion [13].

El tamafio relativamente largo de los lipidos PIP; y su estructura erecta les permite sobresalir mas
a la fase acuosa que muchos otros fosfolipidos [14]. Los PIP, estan involucrados en la regulacién de una
variedad de procesos celulares, como tréafico de vesicula sinaptica [15], exocitosis, endocitosis, y activacion
de encimas [14], [16].

En particular, parches polibasicos (similares a KRLKKKKTTIKK, posiciones 321-332 en el
dominio C2B de la sinaptotagmina-1 de rata, PDB ID: 1k5w) han sido sugeridos como aglutinadores de
lipidos PIP, [17].

En este trabajo, hemos usado simulaciones computacionales para imitar organelas bioldgicas
intracelulares a medida que se aproximan, fusionan, y conectan entre ellas a través de un poro de fusion.
Introduciendo por primera vez una coordenada de reaccion que induce la formacion de un poro de fusién,
hemos obtenido perfiles de energia libre para la iniciacion de un poro de fusion. Para ello, hemos modificado
la implementacion original de la coordenada de reaccion & de Hub y Awasthi [3], la cual induce un poro
hidrofilico en una Unica bicapa lipidica. Nuestra versién modificada de &, definida como &’ desde ahora en
adelante, induce dos membranas inicialmente planas y paralelas a curvarse, fusionarse, y forma un fino canal
hidrofilico atravesandolas para establecer el poro de fusion.

En biologia computacional, el muestreo mejorado ha sido ampliamente utilizado para estudiar
configuraciones de interés que son en general dificiles de alcanzar mediante dindmicas estandar [18].
Métodos populares y nuevos para la estimacion de energia libre son, desafortunadamente, altamente
dependientes de la correcta formulacién de la coordenada de reaccidon que mejor proyecta la superficie de
energia libre multidimensional [19]. Por lo tanto, el desarrollo de nuevas coordenadas de reaccién
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describiendo fenémenos colectivos es de gran importancia para guiar simulaciones de dinamica molecular y
calcular la energia libre asociada. Asi, la descripcion precisa de un evento raro (como la formacién de un
poro de fusidn) mediante una expresién matematica es sumamente deseable.

2. COORDENADA DE REACCION DE CILINDROS CONCENTRICOS PARA LA FORMACION DEL PORO
DE FUSION.

Definimos dos cilindros perpendiculares a los planos de las bicapas (ver figura 1) y realizamos
umbrella sampling simultaneamente usando dos coordenadas de reaccion: &’1 y &’2. En consecuencia, dos
potenciales independientes con constantes de fuerza ki y ko fueron aplicados a dos grupos diferentes de beads:
Los beads W en el agua intraorganela y los beads C4 de la cola en las moléculas lipidicas. La primera
coordenada de reaccion (&’1) reporta la fraccion de discos del cilindro interno ocupado por moléculas de agua
intraorganela, definido como todos los beads W por encima y por debajo de las membranas inicialmente
planas y paralelas (cian). La segunda coordenada de reaccion (§’2) esta definida como la fraccién de discos
ocupados por beads C4A y C4B en las colas de los lipidos (verde), que es utilizada aqui para fusionar las
membranas inclinando las moléculas lipidicas y desplazando radialmente el agua citosélica (azul).
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Figura 1: Coordenada de reaccion de cilindros concéntricos.

Siguiendo una clasificacion orientada a eventos de los diferentes estados del poro de fusion, como
se describe en la literatura [2], [20], el proceso para inducir el poro de fusion comienza con dos bicapas
separadas planas y paralelas (§” = 0,2). La primera etapa es la curvatura de la membrana (0,2<&’<0,7) con
deformaciones localizadas opuestas de las bicapas donde los lipidos en el lugar de fusién comienzan a
inclinarse. La segunda etapa es la fusion de membranas para formar el tallo con la exposicién mutua de los
interiores hidrofobicos de las membranas (0,7<£’<0,9). La tercera etapa es la nucleacion del poro de fusion:
como se entiende en termodindmica (con particular interés bioldgico), nucleacion es el primer paso en la
formacion de una nueva estructura, correspondiente aqui al establecimiento del primer canal de agua que
atraviesa la zona de fusion (0,9<&’<1).

3. EL DOMINIO C2B DE LA SINAPTOTAGMINA-1 NO JUEGA UN ROL SIGNIFICATIVO DURANTE LA
FORMACION DEL PORO DE FUSION.

Para abordar el problema de descripcion de los efectos del dominio C2B de la sinaptotagmina-1
durante la formacion del poro de fusién, aplicamos nuestra metodologia computacional en un sistema con
membranas biolégicamente relevantes.

La figura 2b muestra una vista lateral de una toma instantanea de la dinamica molecular de los
lipidos solamente con el dominio C2B de la sinaptotagmina-1 entre las bicapas (azul). Todos los beads de
los lipidos son negros con PO4, NC3, y GL resaltados en amarillo. La figura 2c muestra las moléculas de
agua solamente para las mismas tomas mostradas en (b) con el agua intraorganela en cian y el agua citosélica
en azul.

La figura 2a muestra los perfiles de energia libre para abrir un poro de fusion entre bicapas
lipidicas POPC:POPS:POP2 solamente (linea roja) y con el dominio C2B de la sinaptotagmina-1 (linea azul)
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con un costo total de ~350kj/mol en ambos casos. Esto indica que el dominio C2B de la sinaptotagmina-1
no tiene efectos significativos en el proceso de formacion del poro de fusion.
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Figura 2: Efecto del dominio C2B de la sinaptotagmina-1 en la energética de la formacién del poro de
fusion.

4. EL DOMINIO C2B DE LA SINAPTOTAGMINA-1 INDUCE CLUSTERES DE POP2 QUE ESTABILIZAN
EL PORO DE FUSION.

Una cuarta etapa en el poro de fusion es el ensanchamiento del canal de agua que logramos
incrementamos el radio de ambos cilindros. Partiendo de este poro de fusién expandido corrimos 10
simulaciones de dinamica molecular sin restricciones de 100 ns cada una en dos casos: con las bicapas solas
y con el dominio C2B de la sinaptotagmina-1. En la figura 3, se muestran los promedios de las trayectorias
por cada uno de los dos sistemas, graficando el conteo de moléculas lipidicas en la escala de los us para
observar el momento del cierre definitivo del poro.

El poro de fusion expandido permanece abierto en condiciones libres de restriccion hasta los 1,1
ps para las membranas solas, mientras que permanece estable por al menos 10 ps para las membranas en
presencia de un dominio C2B.
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Figura 3: Conteo promedio de lipidos.
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Esta diferencia inesperada de un orden de magnitud se aclara mediante la descripcion de las
interacciones lipido-proteina a nivel molecular entre los diferentes grupos de moléculas lipidicas y de
proteina. En la figura 4a, hemos usado una funcion de distribucion radial g(r) para cuantificar la coordinacion
de la region polibasica con las tres especies de lipidos en las bicapas (POPC, POPS, y POP2) como una
funcion de la distancia (r). Notablemente, la mayoria de los lipidos POP2 estan en los alrededores (~0,6nm)
de la regién polibasica, sefialando que KRLKKKKTTIKK coordina fuertemente con los lipidos POP2.

Como una medida practica del agrupamiento de POP2, la figura 4b muestra el ndmero de
contactos (<0,6nm) entre beads POP2:POP2 promediado sobre 10 simulaciones libres independientes desde
el poro de fusion expandido. Se puede observar que el poro de fusion con las membranas solas muestra una
cantidad significativamente menor de contactos POP2:POP2 (circulos rojos), mientras que son
sistematicamente incrementadas en la presencia del dominio C2B (cuadrados azules).

a ‘ b

= POP2 : KRLKKKKTTIKK
= POPC : KRLKKKKTTIKK
6 — POPS : KRLKKKKTTIKK

~—

ds POP2:POP2 (< 0,6 nm)

= con Sytl C2B
# solo memb. POPC:POPS:POP2

g
. R [SE2M)
506 o 20 40

L
[]U 1 2

80 100

] 0
tiempo [ns]

Figura 4: Cuantificacion de los efectos del dominio C2B en los lipidos POP2.
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5. CONCLUSIONES
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Hemos explorado el espacio de fases de la dinamica del poro de fusion a lo largo de (i) la curvatura
de membranas, (ii) la fusion de membranas, y (iii) la nucleacién usando una coordenada de reaccién
especialmente disefiada. Hemos demostrado que el dominio C2B de la sinaptotagmina-1 no tiene efecto en
la formacién del poro de fusion. Sin embargo, expandiendo el poro de fusion, hemos observado
cuantitativamente que la regién polibasica KRLKKKKTTIKK en C2B maneja las interacciones lipido-
proteina que inducen la formacion de grupos de POP2, los cuales colectivamente estabilizan el poro de fusién
expandido.
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