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RESUMEN

La proteina Cereblon (CRBN) es el receptor de los sustratos que se unen al complejo CRL4CREN
E3 ubiquitina ligasa, cuya funcion es controlar la degradacion selectiva de proteinas durante
varios procesos celulares. Se han reportado varias mutaciones de CRBN asociadas con casos
clinicos de discapacidad intelectual. Una de estas mutaciones se produjo por un cambio en la
Arg419, lo que genero6 una version truncada de la proteina (R419X); y otra mutacion ocurrio
por la sustitucién del aminoacido Cys391 por Arg en el sitio de union de CRBN al ZN (C391R).
De momento, se conocen las causas genéticas y los efectos fenotipicos producidos por las
mutaciones de CRBN, pero no hay informacion de los cambios estructurales que provocan
estas mutaciones. Por tanto, en esta investigacion se usaron simulaciones de quimica cuantica
(QM) y dinamica molecular (DM) para estudiar los cambios que causan las mutaciones R419X
y C391R en CRBN. De acuerdo a los resultados de los pardmetros quimicos de las simulaciones
de QM, se observaron diferencias entre los complejos nativo y C391R en la carga, angulos,
angulos diedros, y distancias de enlace de los atomos interactuantes de los dos sistemas, por lo
que la mutacion C391R podria afectar el sitio de unién de CRBN al ZN. Considerando los
parametros termodinamicos de las simulaciones de QM, se observé que manteniendo fijos los
atomos de los residuos Cys326, Cys323 y Cys394 la reaccion no seria favorable, pero dejando
libres todos los atomos la reaccién si podria ocurrir. Respecto a los resultados de DM, las
simulaciones cumplieron con los parametros termodinamicos, y existieron diferencias en los
parametros conformacionales (RMSD, Rg y RMSF) entre el complejo nativo y los sistemas
mutados. Los resultados obtenidos demostraron que las mutaciones de CRBN podrian afectar
regiones de la proteina de unién a otros sustratos, y el hecho de que los sustratos no se degraden
podria ser una de las causas de los desérdenes mentales en los pacientes con las mutaciones.

Palabras clave: CRBN, CRL4°REN E3 ubiquitina ligasa, C391R, R419X, discapacidad

intelectual, Quimica cuéntica, Dindmica molecular.



ABSTRACT

Cereblon protein (CRBN) is the receptor for substrates that bind to the CRL4REN E3 ubiquitin
ligase complex, whose function is to control the selective degradation of proteins during
various cellular processes. Some CRBN mutations associated with clinical cases of intellectual
disability have been reported. One of these mutations occurred due to a change in Arg419,
which generated a truncated version of the protein (R419X); and another mutation was caused
by the substitution of the amino acid Cys391 by Arg in the CRBN binding site to ZN (C391R).
At the moment, the genetic causes and phenotypic effects produced by CRBN mutations are
known, but there is no information on the structural changes that cause these mutations.
Therefore, in this research quantum mechanics (QM) and molecular dynamics (MD)
simulations were used to study the changes caused by R419X and C391R mutations in CRBN.
According to the results of the chemical parameters of the QM simulations, differences were
observed between the native and C391R complexes in charge, angles, dihedral angles, and
bond distances of the interacting atoms of the two systems, therefore the C391R mutation could
affect the CRBN binding site to ZN. Considering the thermodynamic parameters of the QM
simulations, it was observed that keeping the atoms of the Cys326, Cys323 and Cys394
residues fixed, the reaction would not be favorable, but leaving all the atoms free, the reaction
could occur. Regarding the MD results, the simulations complied with the thermodynamic
parameters, and there were differences in the conformational parameters (RMSD, Rg, and
RMSF) between the native complex and the mutated systems. The results obtained showed that
CRBN mutations could affect regions of the protein that bind to other substrates, and the fact
that the substrates are not degraded could be one of the causes of intellectual disability in
patients with C391R and R419X mutations.

Key words: CRBN, CRL4“RBN E3 ubiquitin ligase, C391R, R419X, intellectual disability,

Quantum Mechanics, Molecular Dynamics



TABLA DE CONTENIDOS
INTRODUCCION ...ttt sttt en st s s een e 10
IMETODOS ...ttt bbbt 15
1. Preprocesamiento de la estructura 3D de CRBN y obtencién de los complejos WT,
CB9LR Y RALIX ettt ettt ettt e s et e e b e et e nbe et e b 15
2. SIMUIACION 8 QM .....vviiiie e e b e 16
3. SIMUIACION 08 DIM ...ttt nneereas 17
RESULTADOS . ...ttt ettt et e et e e bb e e e nbb e e s nbb e e ebeeennbee s 20
1. Preprocesamiento de la estructura 3D de CRBN y obtencién de los complejos WT,
C39LR Y RALIX ..ttt ettt b ettt ettt e st s ettt e s en e b e s 20
2. SIMUIACION A8 QI ...ttt erean 21
2.1  PardmetroS QUIMICOS .....c.cciveiieiieeiesiesieeie e ste e seesreesee e steesae e nas 21
2.2 Pardmetros termodinamiCoS ........ccccevvevueeiieiie et 22
3. SIMUIACION A8 DIM ...t et 23
3.1 Propiedades termodiNAMICAS ..........ccccereireneiieiie e 23
3.2 Propiedades conformacionales y de estabilidad .............cccccocevveviiennennn. 24
3.3 Propiedades eStruCtUrales............ccurviieieieiee e 25
DISCUSION .....ooiiiiiiieie ettt 27
CONCLUSIONES ... e e et e e et e e et e e e nae e e esaeeeneeesseeeans 32
T A B LAS .t e e e e e e nare e breean 33
e (1 N R 36
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......coieieeeeeeeeeeee ettt 44
N N | =@ 1 TSR 49
Anexo A: Distancias de enlaces de los &tomos que participan en el pocket de interaccion con
ZN de 11 estructuras diferentes del CRBN disponibles en la base de datos RSCB PDB ....... 49
Anexo B: Angulos de enlaces de los atomos que participan en el pocket de interaccion con
ZN de 11 estructuras diferentes del CRBN disponibles en la base de datos RSCB PDB ....... 50

Anexo C: Temperatura, presion, volumen, energia potencial, energia cinética y energia total
de las tres réplicas de las simulaciones de dinamica molecular de los complejos WT, C391R y
RALOX ettt s ettt R bRt R Rt et e R e R bRt n e Re et e et ne bt ean 51

Anexo D: RMSD, Rg, SASA, Numero de enlaces de hidrdgeno y RMSF de las tres réplicas
de las simulaciones de dindmica molecular de los complejos WT, C391R y R419X............. 52



INDICE DE TABLAS

Tabla 1.- Distancias y angulos de enlace de los atomos que participan en el pocket de
interaccion con ZN del complejo WT, antes y después del refinamiento mediante PDB-
REDO, y después de la sSimulacion de QM ..........c.ccoveiiiiinninieseese e 33
Tabla 2.- Distancias y angulos de enlace de los atomos que participan en el pocket de
interaccion con ZN del complejo C391R antes y después de la simulacion de QM ............... 34
Tabla 3.- Carga de los a&tomos interactuantes de los complejos 4Cys-Zn 'y 3Cys1Arg-Zn
después de la sSimulacion de QM .........covoiiiiiiieie e 34
Tabla 4.- Carga de los &tomos interactuantes de los complejos Cys, Arg, 4Cys-Zny
3Cys1Arg-Zn despues de la simulacion de QM ........cccovviiiiieii e 35
Tabla 5.- Propiedades termodindmicas de los complejos Cys, Arg, 4Cys-Zn 'y 3Cys1Arg-Zn

luego de 1a Simulacion de QM ..o e 35



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.- Proteina humana CRBN obtenida del RCSB PDB (ID: 4TZ4) luego del
O] O L0 1o cEsF: a1 1=] ] ISP 36

Figura 2.- Pocket de interaccion de CRBN con ZN de diferentes complejos durante distintas

Figura 3.- Temperatura, presion y volumen promedio de las réplicas de las simulaciones de
dindmica molecular de los complejos WT, C391R Y RAL19X .......coviiiriniieiiinenieseese e 38
Figura 4.- Energia potencial, cinética y total promedio de las réplicas de las simulaciones de
dindmica molecular de los complejos WT, C391R Y RAL19X ......c.coviiiiiriineniinesieseese e 39
Figura 5.- RMSD promedio de las tres réplicas de las simulaciones de dinamica molecular de
los complejos WT, C391R Y RALIX ...t 40
Figura 6.- Rg promedio de las tres réplicas de las simulaciones de dindmica molecular de los
complejos WT, C391R Y RALOX ..ot bbb 41
Figura 7.- RMSF de las tres réplicas de las simulaciones de dindmica molecular de los
complejos WT, C391R y R419X y superposicion de los sistemas completos y de la region
CON MAYON RIMISF ... bbbt e e s be e e sbre e e 42
Figura 8.- SASA y numero de enlaces de hidrégeno promedio de las réplicas de las

simulaciones de dinamica molecular de los complejos WT, C391R y R419X .......c..cccvuvnnns 43


file:///C:/Temporal/University/Titulación/00131757-ANDRÉS%20SEBASTIÁN%20AYALA%20RUANO-ESTUDIO_COMPUTACIONAL_DE_LOS_CAMBIOS_ESTRUCTURALES_DE_LA_PROTEÍNA_CEREBLON.docx%23_Toc59364930
file:///C:/Temporal/University/Titulación/00131757-ANDRÉS%20SEBASTIÁN%20AYALA%20RUANO-ESTUDIO_COMPUTACIONAL_DE_LOS_CAMBIOS_ESTRUCTURALES_DE_LA_PROTEÍNA_CEREBLON.docx%23_Toc59364930
file:///C:/Temporal/University/Titulación/00131757-ANDRÉS%20SEBASTIÁN%20AYALA%20RUANO-ESTUDIO_COMPUTACIONAL_DE_LOS_CAMBIOS_ESTRUCTURALES_DE_LA_PROTEÍNA_CEREBLON.docx%23_Toc59364931
file:///C:/Temporal/University/Titulación/00131757-ANDRÉS%20SEBASTIÁN%20AYALA%20RUANO-ESTUDIO_COMPUTACIONAL_DE_LOS_CAMBIOS_ESTRUCTURALES_DE_LA_PROTEÍNA_CEREBLON.docx%23_Toc59364931
file:///C:/Temporal/University/Titulación/00131757-ANDRÉS%20SEBASTIÁN%20AYALA%20RUANO-ESTUDIO_COMPUTACIONAL_DE_LOS_CAMBIOS_ESTRUCTURALES_DE_LA_PROTEÍNA_CEREBLON.docx%23_Toc59364932
file:///C:/Temporal/University/Titulación/00131757-ANDRÉS%20SEBASTIÁN%20AYALA%20RUANO-ESTUDIO_COMPUTACIONAL_DE_LOS_CAMBIOS_ESTRUCTURALES_DE_LA_PROTEÍNA_CEREBLON.docx%23_Toc59364932
file:///C:/Temporal/University/Titulación/00131757-ANDRÉS%20SEBASTIÁN%20AYALA%20RUANO-ESTUDIO_COMPUTACIONAL_DE_LOS_CAMBIOS_ESTRUCTURALES_DE_LA_PROTEÍNA_CEREBLON.docx%23_Toc59364933
file:///C:/Temporal/University/Titulación/00131757-ANDRÉS%20SEBASTIÁN%20AYALA%20RUANO-ESTUDIO_COMPUTACIONAL_DE_LOS_CAMBIOS_ESTRUCTURALES_DE_LA_PROTEÍNA_CEREBLON.docx%23_Toc59364933
file:///C:/Temporal/University/Titulación/00131757-ANDRÉS%20SEBASTIÁN%20AYALA%20RUANO-ESTUDIO_COMPUTACIONAL_DE_LOS_CAMBIOS_ESTRUCTURALES_DE_LA_PROTEÍNA_CEREBLON.docx%23_Toc59364934
file:///C:/Temporal/University/Titulación/00131757-ANDRÉS%20SEBASTIÁN%20AYALA%20RUANO-ESTUDIO_COMPUTACIONAL_DE_LOS_CAMBIOS_ESTRUCTURALES_DE_LA_PROTEÍNA_CEREBLON.docx%23_Toc59364934
file:///C:/Temporal/University/Titulación/00131757-ANDRÉS%20SEBASTIÁN%20AYALA%20RUANO-ESTUDIO_COMPUTACIONAL_DE_LOS_CAMBIOS_ESTRUCTURALES_DE_LA_PROTEÍNA_CEREBLON.docx%23_Toc59364935
file:///C:/Temporal/University/Titulación/00131757-ANDRÉS%20SEBASTIÁN%20AYALA%20RUANO-ESTUDIO_COMPUTACIONAL_DE_LOS_CAMBIOS_ESTRUCTURALES_DE_LA_PROTEÍNA_CEREBLON.docx%23_Toc59364935
file:///C:/Temporal/University/Titulación/00131757-ANDRÉS%20SEBASTIÁN%20AYALA%20RUANO-ESTUDIO_COMPUTACIONAL_DE_LOS_CAMBIOS_ESTRUCTURALES_DE_LA_PROTEÍNA_CEREBLON.docx%23_Toc59364936
file:///C:/Temporal/University/Titulación/00131757-ANDRÉS%20SEBASTIÁN%20AYALA%20RUANO-ESTUDIO_COMPUTACIONAL_DE_LOS_CAMBIOS_ESTRUCTURALES_DE_LA_PROTEÍNA_CEREBLON.docx%23_Toc59364936
file:///C:/Temporal/University/Titulación/00131757-ANDRÉS%20SEBASTIÁN%20AYALA%20RUANO-ESTUDIO_COMPUTACIONAL_DE_LOS_CAMBIOS_ESTRUCTURALES_DE_LA_PROTEÍNA_CEREBLON.docx%23_Toc59364936
file:///C:/Temporal/University/Titulación/00131757-ANDRÉS%20SEBASTIÁN%20AYALA%20RUANO-ESTUDIO_COMPUTACIONAL_DE_LOS_CAMBIOS_ESTRUCTURALES_DE_LA_PROTEÍNA_CEREBLON.docx%23_Toc59364937
file:///C:/Temporal/University/Titulación/00131757-ANDRÉS%20SEBASTIÁN%20AYALA%20RUANO-ESTUDIO_COMPUTACIONAL_DE_LOS_CAMBIOS_ESTRUCTURALES_DE_LA_PROTEÍNA_CEREBLON.docx%23_Toc59364937

10
INTRODUCCION

La proteina CRBN humana fue descubierta en un estudio sobre la identificacion de
factores genéticos asociados con trastornos cognitivos leves (J. Higgins et al., 2004). Asi, el
nombre de esta molécula fue dado por su alta expresion en el cerebro y porque posee el dominio
LON en su secuencia. Se ha descrito que la expresion de CRBN es ubicua en toda la célula
(nucleo, citoplasma, y otros sitios) y sus funciones se han asociado con la interaccion y

regulacion de varias moléculas (Lupas et al., 2015).

Hasta el momento se conoce que la interaccion de CRBN con diferentes moléculas
ocurre principalmente por dos mecanismos. Primero, esta proteina es parte del complejo
CRL4C°RBN E3 ybiquitina ligasa, que participa en la via ubiquitina-proteosoma, cuya funcion es
controlar la degradacion selectiva de proteinas durante varios procesos celulares (Chamberlain
et al., 2014). En segundo lugar, CRBN tiene actividad chaperona, que permite el plegamiento
y ensamblaje adecuado de otras proteinas, lo que contribuye con la homeostasis celular (Min
etal., 2016). Ademas, se ha reportado que esta proteina es diana de varios farmacos
inmunomoduladores (IMiDs por sus siglas en inglés) como la talidomida, lenalidomida, y otros

compuestos similares (Rehman et al., 2011).

Con respecto al primer mecanismo de regulacion como parte del complejo CRL4CREN
E3 ubiquitina ligasa, CRBN es el receptor de los sustratos que se unen al sistema y que luego
son ubiquitinados y degradados. En este complejo, la proteina CUL4 sirve como soporte para
las otras, ROC1 se asocia con E2 que es la responsable de la ubiquitinacion, y DDB1 se une a
CRBN (Sang et al., 2015). Se conoce que hay dos tipos de sustratos del CRBN: endogenos
como GS, AMPK, MEIS2 y BK Channels, que se unen directamente con CRBN, y neo-
sustratos como IKZF1/3 y CK1, que necesitan la ayuda de IMiDs para unirse a CRBN

(Chamberlain et al., 2014).
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Por otra parte, el mecanismo de regulacion de CRBN como chaperona se ha
evidenciado en algunas proteinas como CD147 y MCT1. Asi, se ha reportado que CRBN es
crucial para el plegamiento de MCTL1 y para que esta proteina permanezca en la membrana

celular, lo que contribuye con la estabilidad de MTC1 (Eichner et al., 2016).

Debido al rol clave que cumple CRBN en diversos procesos celulares, se ha reportado
que las mutaciones en esta molécula tienen graves consecuencias (Chamberlain et al., 2014).
De hecho, el descubrimiento de esta molécula ocurrio debido a la identificacion de la mutacion
transicional homocigética C—T en el nucle6tido 1274 del gen CRBN en el cromosoma 3 de
los pacientes. Esta mutacién produjo la sustitucion de la Arg419 a un codén de terminacion
(R419X). Como resultado, se produjo una versién truncada de la proteina con 24 aminoacidos
faltantes en el extremo C terminal. La genotipificacion de la mutacion R419X se hizo en una
familia, cuyos miembros afectados presentaron cuadros de retraso mental leve, y se observé

que el cambio se segreg6 con el fenotipo correspondiente (J. Higgins et al., 2004).

Existe otra mutacion transicional homocigética reportada en CRBN, en este caso T—C
en el nucledtido 1171 del gen CRBN. Esta mutacidn produjo la sustitucion del aminoécido
Cys391 del dominio CULT por Arg (C391R). Al igual que con la mutacion R419X, se hizo la
genotipificacion en una familia y sus miembros afectados presentaron cuadros de discapacidad
intelectual grave, comportamiento de automutilacion y convulsiones. En este caso también se

evidencid que la mutacion segregé con el fenotipo (Sheereen et al., 2017).

Un aspecto importante es que CRBN es una metalo-proteina que interactia con un
atomo de Zinc (ZN). Se sabe que la mayoria de los sitios de unidn al ZN en las proteinas estan
formados por cuatro residuos de Cys y/o Hys que coordinan el ion ZN (1) mediante &tomos de
Nitrégeno (N) o Azufre (S), y adoptan una conformacidn tetraédrica con angulos de enlace y
distancias especificos de esta geometria particular (Trzaskowski et al., 2008). Asi, en la forma

nativa de CRBN (WT) (Figura 1A), los &tomos de S de los residuos de Cys 391, 323, 326 y
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394 son los sitios de coordinacion del ZN y forman un pocket de interaccion con este metal
(Figuras 1B y 1C). Debido a que la mutacion C391R ocurre en uno de los residuos que
interacttan con el ZN, se ha reportado que esto podria causar problemas de estabilidad en la

proteina (Sheereen et al., 2017).

El pocket de interaccion con ZN se encuentra en el dominio CULT de CRBN (residuos
318-426), donde también se ubica el sitio de interaccién de la proteina con IMiDs (residuos
378-386). Este dominio de CRBN se ha caracterizado como la regién mas conservada de esta
proteina porque existen proteinas homoélogas a esta region en diferentes procariotas y
eucariotas. Se ha propuesto que debido a la gran conservacién de este dominio los cambios que

ocurran en esa region podrian tener graves consecuencias (Lupas et al., 2015).

Como se explico antes, se conocen las causas genéticas y los efectos fenotipicos
producidos por las mutaciones R419X y C391R de la proteina CRBN en los pacientes que
portan estas mutaciones (J. Higgins et al., 2004; Sheereen et al., 2017). Sin embargo, todavia
no existe una explicacion de las consecuencias de las mutaciones en CRBN vy los cuadros

clinicos de discapacidad intelectual (Chamberlain et al., 2014).

En los ultimos afios, la simulacién computacional de biomoléculas se ha convertido en
un aspecto clave para la Biologia molecular. Esto se debe a que el estudio en el laboratorio de
los movimientos de atomos individuales de biomoléculas y el andlisis del efecto de una

mutacion, ligando, u otra variable es una tarea complicada (Dror et al., 2012).

Por tanto, las simulaciones computacionales de Dindmica Molecular (DM), Mecanica
Cuéntica (QM) y otros enfoques, son alternativas adecuadas para estudiar los movimientos,
mecanismos, e interacciones de las biomoléculas a escala molecular y atémica. Esto ha
ayudado a responder innumerables preguntas en diferentes areas de investigacion, incluyendo

la Biologia molecular (Huggins et al., 2019).
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La DM es el estudio de los movimientos fisicos de &tomos y moléculas en el tiempo
bajo condiciones determinadas de temperatura, presion, tipo de solvente, algoritmos de
minimizacion, calculo de fuerzas implicadas, y otros aspectos de interés. Estas simulaciones se
basan en las leyes de Newton para calcular la fuerza y posicion de los &tomos, por lo que no se

considera lo que ocurre a nivel atdbmico (Hollingsworth & Dror, 2018).

De forma general, los célculos de DM se dividen en cuatro etapas: preparacion del
sistema, minimizacidn energética, etapa de equilibrio y produccion. EI primer paso se realiza
para obtener un archivo de entrada que pueda ser usado por el programa de simulacién. La
minimizacion energética se refiere a la obtencion de una molécula con baja energia, de forma
gue sea una estructura estable (Hospital et al., 2015). El paso de equilibrio corresponde a la
modificacidn de las condiciones de temperatura y presion para que la mayor parte de energia
cinética del sistema se convierta en potencial y de esta forma el sistema alcance el equilibrio
energético. Finalmente, en el paso de produccion se calculan las fuerzas que acttan en cada
atomo del sistema empleando los pardmetros especificados del campo de fuerza, y se calcula

la posicién y velocidad de cada &tomo (Hollingsworth & Dror, 2018).

El requisito principal para realizar las simulaciones de DM es la disponibilidad de la
estructura tridimensional (3D) de la molécula de interés. Este proceso se realiza mediante
técnicas como la difraccion de rayos X, resonancia magnética nuclear, criomicroscopia
electrénica, entre otras (Hospital etal., 2015), pero en los ultimos afios también se han

desarrollado métodos computacionales basados en inteligencia artificial (Callaway, 2020).

Por otra parte, la QM es el estudio de las propiedades de &tomos, moléculas, superficies
y otros sistemas resolviendo las ecuaciones de la mecéanica cuantica que describen las
posiciones y energias de los electrones alrededor de los nicleos. Estas herramientas permiten
calcular los angulos de enlace, diedros, distancia, carga, energia y otras propiedades a nivel

atomico. Para estas simulaciones las estructuras 3D no son un requisito fundamental, puesto
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que se pueden considerar estas como referencia o es posible crear sistemas cuanticos sin una

referencia previa (Huggins et al., 2019).

Sin embargo, se debe considerar que los calculos de QM son mas demandantes en
términos de recursos computacionales que las simulaciones de DM. Por tanto, para sistemas
con mas de 150 atomos las simulaciones de QM son impréacticas debido a la gran cantidad de

recursos computacionales y tiempo requeridos (Hollingsworth & Dror, 2018).

Las simulaciones tanto de DM como de QM requieren el uso de arquitecturas de
coémputo de alto rendimiento (HPC) debido a lainmensa cantidad de calculos y datos generados
por estas herramientas. Los equipos de HPC son computadoras con un alto nivel de rendimiento
en comparacién con los equipos convencionales debido a que usan computacion paralela y
otras estrategias para la ejecucion de los procesos y calculos correspondientes. De esta forma,
los quipos de HPC permiten ejecutar simulaciones con biomoléculas en cuestion de horas o
dias, que de otra forma durarian semanas 0 meses en equipos convencionales (Bolnykh et al.,

2020).

Entonces, el objetivo de esta investigacion fue entender como las mutaciones R419X'y
C391R de la proteina CRBN se relacionan con los cuadros clinicos de discapacidad intelectual
debido a cambios estructurales a nivel atdbmico y molecular. Para esto, se realizaron
simulaciones de DM y QM usando equipos de HPC, y se realizaron los analisis pertinentes

para explicar el efecto de las mutaciones en CRBN.

Nuestra hipétesis fue que las mutaciones C391R y R419X podrian causar cambios
estructurales en CRBN que afecten los sitios de union a los sustratos del complejo CRL4CREN
E3 ubiquitina ligasa. Entonces, los sustratos de este sistema no se estarian degradando, lo que

podria ser la causa de los sintomas de las enfermedades mentales por las mutaciones en CRBN.
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METODOS

Para comprender la relacion entre los cambios estructurales debido a las mutaciones
C391R y R419X en el dominio CULT de CRBN y los cuadros de discapacidad intelectual de
los pacientes con estas mutaciones, se utilizaron dos enfoques de simulacion molecular. El
primer enfoque fue QM, que se empled para estudiar el sistema a escala atdmica y comparar la
geometria del tetraedro del pocket de interaccién con ZN en los sistemas WT y C391R. El otro
enfoque fue DM, que se realiz para verificar si hay diferencias estructurales a gran escala
entre el complejo WT y los sistemas mutados. Ademas, con las simulaciones de DM se

verificaron los cambios en dominios clave de interaccion con sustratos de CRBN.

1. Preprocesamiento de la estructura 3D de CRBN y obtencion de los complejos
WT, C391R y R419X

De forma general, cuando se trabaja con estructuras 3D de proteinas es necesario
realizar el preprocesamiento de las mismas. Para esta investigacion se uso la estructura 3D de
la proteina CRBN humana de la base de datos RCSB PDB (ID: 4TZ4). Este modelo se obtuvo
mediante difraccion de rayos X, posee una resolucion de 3,01 A y contiene la informacion de
CRBN humana (residuos 48-428) en complejo con DDB1 (residuos 2-1140) y lenalidomida

(Matyskiela et al., 2016).

Para realizar las simulaciones con esta estructura 3D, el primer paso fue eliminar la
informacion de DDB1 y lenalidomida del sistema. Luego de aislar las coordenadas y atomos
solamente de CRBN, se realiz0 el refinamiento de lazos para completar las partes faltantes en
el sistema, para lo que se empleo la funcionalidad ModLoop del software Modeller v. 9.19
(Eswar et al., 2006). Finalmente, se utilizé el software PDB-REDQO para optimizar la estructura
3D, especificamente el pocket de interaccion con ZN, que fue refinado considerando
estructuras previamente validadas de la base de datos RCSB PDB (Joosten et al., 2014). Con

esto, se obtuvo el complejo WT en formato PDB para las simulaciones posteriores.
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Para obtener el PDB del complejo C391R, se us6 el complemento “rotamer” del
software UCSF Chimera v. 1.13.1 con la biblioteca de rotamer Dunbrack (Shapovalov &
Dunbrack, 2011), que permite realizar mutaciones en estructuras 3D de proteinas. De esta
forma, se reemplazé la Cys por Arg en la posicion 391 de la estructura WT refinada. Por otro
lado, el PDB del complejo R419X se obtuvo eliminando los residuos 420-428 de la estructura
refinada WT usando la funcionalidad de eliminar aminoacidos del software UCSF Chimera

(Pettersen et al., 2004).
2. Simulacion de QM

Esta simulacion se usé para analizar a escala atomica la diferencia entre los sistemas
WT y C391R debido a la mutacion de Cys por Arg en C391R. Los calculos de QM consistieron
en la optimizacion de la geometria de cuatro complejos: residuo Cys; residuo Arg; 4 Cysy 1
atomo de Zn (4Cys-Zn); 3 Cys, 1 Arg y 1 4&tomo de Zn (3Cys1Arg-Zn) utilizando un nivel de

teoria del funcional de la densidad (DFT).

Los complejos 4Cys-Zn y 3Cys1Arg-Zn se construyeron considerando los complejos
WT y C391R obtenidos en el preprocesamiento. Por tanto, en esta simulacion se mantuvieron
fijos los &tomos de los residuos Cys326, Cys323 y Cys394, y se dejaron libres los atomos del
residuo 391, Cys en el sistema 4Cys-Zn y Arg en 3CyslArg-Zn. Ademas, se realiz6 otra

simulacion dejando libres todos los &tomos de ambos complejos.

Todos los calculos se realizaron en la suite Gaussian 16 (Frisch et al., 2016) usando el
nivel de teoria RwB97XD/6-311+G (2d, 2p). Los orbitales de los &tomos de los complejos se
describieron usando el conjunto de bases de Pople 6-311 ++ G (2d, 2p) (Papajak et al., 2011).
El criterio de convergencia para la optimizacion de los complejos en calculos de campo

autoconsistente (SCF) se establecid por defecto.
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El valor requerido de convergencia en la matriz de densidad fue 10° unidades atémicas;
el valor del umbral de desplazamiento maximo fue 0,0018 A y el valor del umbral de fuerza
méaximo fue 0,00045 Hartree/Bohr. Los reactivos y productos se caracterizaron como puntos
estacionarios minimos en las coordenadas de reaccion. Para todos los complejos se utilizé agua
como disolvente, y el efecto de solvatacion se tuvo en cuenta directamente en el proceso de
optimizacion utilizando el modelo continuo polarizable (PCM) con la densidad del modelo de

solvatacion (SMD) (Marenich et al., 2009).

La medicion de las cargas de los atomos interactuantes se realiz6 utilizando la
herramienta de distribucion de carga de Gaussview 6.0.16 (Dennington et al., 2009) utilizando
el tipo de carga de Mulliken. Los angulos de enlace y las distancias de enlace de 4Cys-Zn 'y
3Cys1Arg-Zn optimizados se midieron utilizando herramientas especificas de Gaussview
6.0.16. Ademas, para comparar los resultados de &ngulos y distancias de enlaces de los
complejos 4Cys-Zn y 3Cys1Arg-Zn obtenidos con Gaussview, se usaron las herramientas del

software UCSF Chimera v.1.13.1 (Pettersen et al., 2004).

Finalmente, los parametros termodinamicos como los valores de entalpia absoluta (H),
energia libre (G) y entropia (S) con la correspondiente correccion de temperatura, se obtuvieron

utilizando el célculo de frecuencia de Gaussian 16 (Frisch et al., 2016).
3. Simulacion de DM

Esta simulacion se usé para analizar a gran escala la diferencia entre los sistemas WT,
C391R, y R419X debido a las mutaciones de los dos ultimos complejos. Los calculos de DM
de los tres complejos se realizaron utilizando Gromacs v. 2019.0 con el campo de fuerza Zinc
AMBER (ZAFF) (Peters et al., 2010). Este campo de fuerza se eligié para simular el pocket de
interaccion con ZN de forma adecuada. Se realizaron tres réplicas de las simulaciones de cada

complejo para garantizar la reproducibilidad y robustez de los calculos.
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La preparacion de todos los sistemas con el campo de fuerza ZAFF se realizé6 mediante
el médulo LEaP del paquete AmberTools20. Cada réplica de los tres complejos se coloco en
una caja cubica solvatada llena de moléculas de agua tipo TIP3P, asi como iones Na +y Cl- a
una concentracion de 0.1 M para neutralizar la carga de las moléculas, con lo que se intentan
replicar las condiciones fisiologicas de los sistemas de estudio. Con esto, se generaron los
archivos de topologia y coordenadas de los sistemas en los formatos Amber (prmtop e inpcrd).
Para realizar las simulaciones en Gromacs estos archivos se transformaron a los formatos
aceptados por este programa (top y gro) usando la libreria acpype del lenguaje de programacion

Python.

Para las simulaciones se aplicaron las condiciones de frontera periddicas y el método
Particle-Mesh-Ewald para calcular las interacciones electrostaticas (Cheatham et al., 1995).
Considerando las especificaciones mencionadas, en todas las réplicas de los tres sistemas se
realizé la minimizacién energética utilizando el algoritmo de descenso de gradiente y la
convergencia escogida menor a 10 kJ mol-'nm™. Para el paso de equilibrio, se realizaron
simulaciones NVT y NPT de 500 ps cada una; se utilizo el termostato “V-rescale” a 310 Ky
el barostato “Parrinello-Rahman” a 1 bar. Luego, se realiz6 la etapa de produccién durante 50

ns manteniendo la misma temperatura y presion usando el termostato y barostato mencionados.

Con los resultados de las simulaciones de DM se realizaron los andlisis de las
propiedades termodinamicas, conformacionales y de estabilidad, y estructurales de las
trayectorias obtenidas. Se emplearon las herramientas de Gromacs gmx energy para calcular
las propiedades termodindmicas de la simulacion, incluyendo la temperatura, presion,
volumen, energia potencial, cinética y total. Con respecto a las propiedades conformacionales
y de estabilidad, se emple6 gmx gyrate para determinar el radio de giro (Rg), gmx rms para
calcular la raiz de la desviacion media cuadratica (RMSD) y gmx rmsf para determinar la raiz

de la fluctuacion media cuadratica por residuos (RMSF). Finalmente, las propiedades
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estructurales se analizaron usando gmx hbond para calcular el nimero de enlaces de hidrégeno

y gmx sasa para calcular la superficie accesible al solvente (SASA).

Luego de usar las herramientas de Gromacs mencionadas, se obtuvieron archivos de
texto con la informacion de los andlisis correspondientes. Las figuras y graficos de esta seccion
se realizaron usando las librerias de visualizacion Matplotlib y Seaborn del lenguaje de
programacion Python (Hunter, 2007). Ademas, se emple6 Jupyter Notebook como interfaz web

para la escritura del codigo y creacién de gréaficos.
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RESULTADOS

1. Preprocesamiento de la estructura 3D de CRBN y obtencion de los complejos
WT, C391R y R419X

En este estudio, primero se realizo el preprocesamiento del sistema WT, ya que a partir
de este complejo se generaron los sistemas mutados (C391R y R419X). En la Figura 1 se
presenta la estructura WT luego de realizar el refinamiento de lazos y la optimizacion del sitio
de unién con ZN de la proteina. Ademas, en la Tabla 1 se presentan los datos de distancias y
angulos de enlace de los atomos que intervienen en el pocket de interaccion con ZN del
complejo WT, antes y despues del refinamiento mediante PDB-REDO y despues de la

simulacion de QM.

A partir del complejo WT se obtuvieron los sistemas C391R y R419X de acuerdo a los
procedimientos explicados en la seccion de Métodos. Con esto, se midieron las distancias y
angulos de enlace del pocket de interaccion con ZN del complejo C391R antes y después de la
simulacion de QM (Tabla 2). Se debe considerar que los &tomos que coordinan la unién con
ZN son N o S (Trzaskowski et al., 2008), por lo que para la Arg de C391R se asumié que N

fue el &tomo que interactla con Zn, y para las Cys de WT se consider6 al S.

Asi, se analizaron las diferencias a nivel de distancias y angulos de enlace entre los
complejos WT y C391R antes de realizar los calculos de QM. En las Figuras 2A y 2B se
presentan los sitios de unién al ZN de los complejos WT y C391R respectivamente antes de

las simulaciones de QM y DM.

Para poner en evidencia la alta variabilidad de las distancias y angulos de enlaces del
pocket de interaccion con ZN del CRBN, se midieron estos pardmetros de 11 estructuras
diferentes reportadas en la base de datos RSCB PDB. Los datos de esta busqueda reflejaron
que el promedio de las distancias de enlace de los residuos de Cys 323, 326, 391 y 394 fueron

de 2.38 + 0.20, 2.40 + 0.10, 2.51 + 0.69, y 2.39 + 0.20 A respectivamente (Anexo 1). Por otra
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parte, el promedio de angulos de enlaces de los distintos residuos de Cys fluctuaron en un
intervalo de 94.75 £+ 8.11 y 122.30 + 15.33 (Anexo 2). Considerando estos resultados es

evidente la diferencia de las distancias y angulos de enlaces de CRBN en diferentes estructuras.
2. Simulacion de QM

El objetivo de esta simulacion fue comprender los cambios quimicos en el sitio de unién
al Zn de CRBN cuando se produce la sustitucion de Cys por Arg en el residuo 391.Se propuso

la siguiente reaccion quimica para modelar el sistema:
4Cys — Zn + Arg — 3CyslArg —Zn + Cys (1)

En esta ecuacion se muestra el reemplazo de una de las Cys del complejo 4Cys-Zn por
una Arg, con lo que se obtuvieron los complejos 3Cys1Arg-Zny Arg en los reactivos. Con esta

reaccion se represento el cambio ocurrido en el sistema C391R de CRBN.

Los resultados expuestos se basan en pardmetros quimicos Yy propiedades
termodinamicas de los complejos Cys, Arg, 4Cys-Zn y 3CyslArg-Zn luego de realizar su
optimizacion geométrica mediante DFT usando Gaussian 16. Los parametros quimicos
analizados fueron la carga, angulos de enlace, angulos diedros de enlace y las distancias de
enlace de los atomos interactuantes; mientras que las propiedades termodindmicas fueron la

entalpia, energia libre y entropia de los complejos optimizados.

A continuacion, se presentan los resultados de la simulacion en la que se fijaron los

atomos de los residuos Cys326, Cys323 y Cys394.

2.1 Parametros quimicos
El primer pardmetro quimico que se analizo fue la carga de los atomos luego de la

optimizacion mediante QM. La Tabla 3 muestra las cargas de los complejos 4Cys-Zn y
3Cys1Arg-Zn, asi como la diferencia de carga de los atomos correspondientes de ambos

complejos luego de la simulacion de QM.
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Ademas, en el Tabla 4 se muestran las diferencias de cargas entre los atomos
interactuantes de los complejos 4Cys-Zn y Cys, asi como de los sistemas 3Cys1Arg-Zny Arg.
Como se menciond antes, se ha reportado que el ZN es coordinado por &tomos de N 0 S
(Trzaskowski et al., 2008), por lo que para las comparaciones de cargas se usaron los &tomos

de S de las Cys y el &tomo de N de la cadena lateral mas externa de la Arg.

Ademas, se analizaron las distancias, angulos y angulos diedros de enlaces de los
complejos optimizados por QM. En la Tabla 1 se muestran los resultados de las distancias y
angulos de enlaces del sistema WT y en la Tabla 2 estan los datos respectivos para el sistema
C391R. En la Figura 2C y 2D se presentan los sitios de union al ZN de los complejos WT y

C391R respectivamente después de las simulaciones de QM.

2.2 Parametros termodindmicos

Finalmente, se analizaron los célculos de las propiedades termodinamicas de entalpia y
entropia de los complejos Cys, Arg, 4Cys-Zn y 3Cys1Arg-Zn luego de la optimizacion por
QM. En base a estos resultados se calcularon los valores del cambio en la energia libre de Gibbs
(DG) y el cambio en la entalpia (DH) utilizando la ecuacion (1) restando los valores de los
productos y reactivos. Ademas, se realizd la transformacion unitaria de Hartree a kcal/mol
utilizando el factor de conversion 627.51. Finalmente, se calculd el cambio en la entropia (DS)

mediante la resta de DH y DG, dividido por el valor de temperatura de 298.15 en K (Tabla 5).

En este trabajo no se muestran los resultados de la simulacion de QM en la que se
dejaron libres los atomos de todos los residuos de los sistemas 4Cys-Zn y 3Cys1Arg-Zn. En
esta simulacion también existieron diferencias respecto a los parametros quimicos de ambos
sistemas, pero la reaccion planteada fue favorable en términos termodindmicos, lo que indicé
que a nivel cuantico existe una conformacion en la que esta reaccion si ocurre, y por tanto debe

existir un relajamiento del sistema mutado para que ocurra la reaccion.
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3. Simulacion de DM
El cddigo y los graficos de esta seccion son de acceso libre y se encuentran disponibles
en formato de Jupyter notebooks en el siguiente repositorio de GitHub:

https://github.com/asar1245/Molecular dynamics analysis undergraduate thesis CRBN m

utations.

3.1 Propiedades termodinamicas

Los resultados de los pardmetros termodindmicos de las tres réplicas de los sistemas
WT, C391R y R419X se muestran en el Anexo 3. En todos los gréaficos de este anexo se
observd que las réplicas de los tres sistemas siguieron una misma tendencia y las variaciones
observadas en las simulaciones de las diferentes réplicas fueron muy pequefas. Por tanto, la
interpretacion de los resultados obtenidos se realizd en base a los graficos del promedio de las

réplicas de los diferentes parametros termodinamicos (Figuras 3y 4).

En la Figura 3 se observa que todas las simulaciones convergieron a los valores
especificados en la etapa de equilibro: temperatura (310 K), presion (1 bar) y volumen (566
nm?). Con respecto a la fluctuacion de temperatura de los tres sistemas se observé una variacion
en el intervalo de 307-313 K (Figura 3A). En el grafico de la fluctuacion de volumen (Figura
3C) se observo una variacion de 6 nm?® (entre 561 y 567 nm?). Los resultados de la fluctuacion
de presion de los tres sistemas indicaron que hubo una variacion entre -250 y 250 bar (Figura

3B), que representan cambios grandes en comparacion con los otros parametros.

En la Figura 4 se observa que los valores de energia potencial, cinética y total de los
tres sistemas se estabilizaron en tiempos especificos, y esta tendencia se mantuvo constante a
lo largo de las simulaciones con pequefias fluctuaciones. Los valores promedio y la desviacion
estandar del promedio de energia potencial, cinética y total de las tres réplicas del sistema WT
fueron -7.032x10° + 857.136, 1.447x10° + 608.189 y -5.585x10° + 1143.302, respectivamente.

Para el sistema C391R estos valores promedio y de desviacion estandar fueron -7.036x10° +


https://github.com/asar1245/Molecular_dynamics_analysis_undergraduate_thesis_CRBN_mutations
https://github.com/asar1245/Molecular_dynamics_analysis_undergraduate_thesis_CRBN_mutations
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858.597, 1.448x10° + 606.138 y -5.588x10° + 1143.145; y para el sistema R419X fueron
-7.042 x10° + 858.555, 1.446x10° * 605.492 y -5595 x10° + 1139.465 de forma

correspondiente.
3.2 Propiedades conformacionales y de estabilidad

Los resultados de los parametros conformacionales y de estabilidad de las tres réplicas
de los sistemas WT, C391R y R419X se muestran en el Anexo 4. Al igual que con los
parametros termodinamicos, en todos los graficos se observd que las réplicas de los tres
sistemas siguieron una misma tendencia y las fluctuaciones entre réplicas fueron muy
pequefias. Por tanto, la interpretacion de los resultados obtenidos se realiz6 en base a los
graficos del promedio de las réplicas de RMSD, Rg, y RMSF (Figuras 5, 6 y 7

respectivamente).

Respecto a los resultados del RMSD, en la Figura 5A se muestra el cambio de esta
variable durante los 50 ns de simulacion. Los valores promedio y la desviacion estandar de los
sistemas WT, C391R y R419X fueron 0.202 + 0.0199, 0.238 + 0.051 y 0.266 + 0.0332
respectivamente. Para validar estas diferencias, se realizé el gréfico de la funcion de densidad
de probabilidad del RMSD (Figura 5B), en el que se observa una clara diferencia entre los
sistemas R419X y WT, ya que los picos de las curvas estan en valores distintos de RMSD
(aproximadamente 0.275 nm para R419X y 0.22 nm para WT), pero esta diferencia no es

evidente entre los sistemas C391Ry WT.

En la Figura 5A se observa que los primeros 20 ns de la simulacion tienen alta
fluctuacién, lo que es normal debido a que este tiempo es necesario para la estabilizacion de
los sistemas. Por tanto, para evidenciar de mejor forma si existen diferencias entre los sistemas
C391Ry WT se realizaron los graficos del cambio de RMSD en el tiempo y el de la funcion de

densidad de probabilidad de los ultimos 30 ns de simulacion (Figuras 3C y 3D
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respectivamente). En la Figura 3D se observa una diferencia mas clara entre los sistemas
C391R y WT, ya que los picos mas altos de los sistemas estan en valores distintos de RMSD

(aproximadamente 0.26 nm para C391R y 0.215 para WT).

En la Figura 6A se muestra el cambio del Rg durante los 50 ns de simulacion. Los
valores promedio y la desviacion estandar de los sistemas WT, C391R y R419X fueron 2.2797
+ 0.0150, 2.280 £ 0.0211 y 2.299 £ 0.020 respectivamente. Al igual que con el RMSD, se
realizo el realiz6 el gréafico de la funcion de densidad de probabilidad (Figura 6B), en el que
se observaron diferencias en los valores de los picos de R419X y WT (aproximadamente 0.30
nm para R419X 'y 0.28 nm para WT), pero no hubo diferencias claras entre C391R y WT. Los
graficos del cambio de Rg en el tiempo y de la funcion de densidad de probabilidad de los
altimos 30 ns (Figuras 6C y 6D) mostraron pequefias diferencias entre los sistemas C391R y
WT, pero todavia hubo sobreposicion de los picos de los valores de Rg de ambos sistemas, y

por tanto la diferencia no fue evidente.

En la Figura 7A se observa el cambio de RMSF del promedio de las réplicas de los
tres sistemas. Para evidenciar las diferencias de forma més clara se realizo el grafico de la
funcion de densidad de probabilidad del RMSF (Figura 7B), donde las diferencias no fueron
evidentes, aunque hubo fluctuacion en las colas de la distribucion de los sistemas. Ademas, se
realizo el alineamiento de las estructuras finales de las simulaciones de los tres sistemas
(Figura 7C), y se constataron de forma visual las regiones con mayor cambio de RMSF
(Figura 7D), donde se observaron diferencias aparentes entre las estructuras de los tres

sistemas.
3.3 Propiedades estructurales

En el Anexo 4 se muestran los resultados individuales de los pardmetros estructurales

de los sistemas WT, C391R y R419X. En todos los graficos se observa que las diferencias entre
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las réplicas fueron pequefias, por lo que al igual que los otros parametros, los analisis se

realizaron considerando el promedio de las tres réplicas.

Con respecto a los resultados de SASA, en la Figura 8A se presenta el cambio de este
parametro durante los 50 ns de simulacion, pero no se observaron diferencias entre los tres
sistemas, lo que se constato con el grafico de la funcién de densidad de probabilidad (Figura
8B). Los valores promedio y la desviacion estandar de los sistemas WT, C391R y R419X
fueron 198.938 + 2.926, 198.815 + 3.594 y 199.987 + 3.481 respectivamente. Ademas, en los
graficos de los ultimos 30 ns de simulacion tampoco se observaron diferencias (Figuras 8C y

8D).

Al igual que con SASA, el nimero de enlaces de hidrégeno durante los 50 ns y ultimos
30 ns de simulacién no mostraron diferencias entre los tres sistemas (Figuras 8E y 8G
respectivamente), lo que se constato con los graficos de densidad de la funcién de densidad de

probabilidad (Figuras 8F y 8H).



27

DISCUSION

Como primer punto, se debe analizar la importancia del preprocesamiento de las
estructuras de CRBN usadas en este estudio. El refinamiento de lazos y la optimizacion de
sitios de union a metales como el ZN fueron necesarios porque se conoce que los métodos
experimentales para determinar la estructura de proteinas tienen fallos en la caracterizacion de
estos aspectos (Handing et al., 2018). Para esto, se usaron los programas ModLoop de Modeller
v. 9.19 (Eswar et al., 2006) y PDB-REDO (Joosten et al., 2014), que han sido usados en varios

estudios previos para estos fines (Haddad et al., 2020; van Beusekom et al., 2018).

En una investigacion se estudiaron los sitios de union al ZN de miles de proteinas
disponibles en la base de datos RCSB PDB, con lo que se determin un estdndar confiable de
las distancias y angulos de enlace para los sitios activos de las proteinas que interactdan con
ZN. El estudio reflejé que las distancias medias de Zn-S (Cys) son de 2.330 + 0.029, y los

angulos S (Cys)-Zn-S (Cys) corresponden a 109.45 + 5.46 (Touw et al., 2016).

De acuerdo a los resultados obtenidos de la medicion de distancias y angulos de enlaces
de 11 estructuras diferentes de CRBN reportadas en el RSCB PDB (Anexo 1y 2), se encontro
que estos parametros tienen una alta fluctuacién entre las distintas estructuras de una misma
proteina. Este hecho puede explicarse debido a los fallos en la caracterizacion de sitios de unién
a metales como el ZN de los métodos para obtener las estructuras de proteinas (Handing et al.,
2018). Ademas, se observo que la mayoria de los datos promedio de estos parametros no estan

dentro de los estandares reportados por Touw et al., 2016.

Sin embargo, se observé que luego de aplicar el proceso de refinamiento del sitio de
union al ZN del sistema WT con el software PDB-REDO hubo un cambio considerable de las
distancias y angulos de enlaces (Tabla 1). Por lo tanto, fue evidente que el refinamiento fue

exitoso debido a que este proceso reorganizo las distancias y angulos de enlaces del pocket de
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interaccion con ZN del sistema WT para obtener una conformacion adecuada de acuerdo con

los estandares correspondientes (Touw et al., 2016).

Ademas, se midieron las distancias y los angulos de enlaces del pocket de interaccion
con ZN del sistema C391R antes de la simulacién de QM (Tabla 2). Con respecto a la
estructura de C391R, se muestra que el reemplazo de Cys por Arg en la posicion 391 causé la
distorsion de la geometria de tetraedro propia de este complejo. Este hecho se evidenci6 tanto
en los datos de la distancia como en los angulos de enlaces del residuo mutado antes de la
simulacion de QM (Tablas 1y 2). Ademas, en las Figuras 2A y 2B se observan los sitios de
unién al ZN de los complejos WT y C391, donde existe una aparente distorsion de la geometria
tetraédrica en el C391 respecto al WT, lo que se comprobdé con las medidas de las distancias y

angulos de enlaces mencionadas anteriormente.

Luego de preparar los sistemas WT y C391 se realizaron las simulaciones de QM. Se
empleo6 un nivel de teoria DFT, que es un modelo computacional de mecénica cuantica en el
que se describen las propiedades de sistemas de muchos electrones considerando el funcional

de la densidad electrénica, que es una funcion del espacio y tiempo (Becke, 2014).

La primera propiedad quimica que se analizo luego de las simulaciones de QM fue la
carga de los &tomos interactuantes de los complejos optimizados. De acuerdo a los céalculos
realizados, se evidencié un aumento de las cargas de los &tomos interactuantes de los residuos
Cys326 y Cys394 en 3Cys1Arg-Zn en comparacion con 4Cys-Zn; mientras que las cargas de
los &tomos de Cys323, Cys391 y Zn disminuyeron (Tabla 3). Estos cambios probablemente se
deben a la redistribucién de la carga en 3Cys1Arg-Zn debido a la sustitucién de la Cys por la

Arg, lo que podria afectar la union de CRBN con Zn.

Por otra parte, al comparar las cargas entre los complejos 4Cys-Zn y Cys se observd

que la presencia del atomo de Zn modifico todas las cargas de los atomos interactuantes en el
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complejo 4Cys-Zn, cuya modificacion de cargas se observo también al comparar los complejos

3Cys1Arg-Zny Arg (Tabla 4).

Con respecto a los resultados de las distancias de enlaces luego de la simulacion de
QM, se observo que estos parametros de los complejos WT (Tabla 1) y C391R (Tabla 2)
estuvieron cerca de las distancias promedio de Zn-S (Cys) propuestas por Touw, et al., 2016
(2.330 £ 0.029). Sin embargo, estos cambios podrian afectar la geometria del tetraedro del sitio
de unién al ZN de los dos sistemas. La principal diferencia se produjo en la distancia de enlace
del ZN con el atomo del residuo 391, lo que esta de acuerdo con los resultados esperados, ya

que el atomo responsable de esta interaccion es diferente en ambos complejos (Tabla 1y 2).

Considerando los angulos de enlace luego de la simulacion de QM, se evidencié que la
mayoria de estos parametros en los complejos WT (Tabla 1) y C391R (Tabla 2) estuvieron
dentro de los &ngulos promedio S(Cys)-Zn-S(Cys) reportados por Touw, et al., 2016. Sin
embargo, dos angulos en 4Cys-Zn y uno en 3Cys1Arg-Zn estuvieron fuera del limite permitido

(Tabla 1y 2), lo que podria afectar la geometria del tetraedro de ambos sistemas.

Ademaés, se midieron los angulos diedros de enlace (Datos no mostrados). Se observo
que hubo cambios en estos angulos entre los sistemas WT y C391R, lo que podria causar una
distorsion de la geometria tetraeédrica del sitio de union al ZN en CRBN. En las Figuras 2C y
2D se muestran los complejos WT y C391 respectivamente luego de la simulacion de QM, en

las que se observa la geometria de los dos complejos de union al ZN.

Como ultimo punto de los calculos de la simulacién de QM se analizaron los pardmetros
termodinamicos de los complejos optimizados y en base a estos datos se calcularon los valores
de DG, DH, y DS (Tabla 5). Considerando estos parametros se determiné que este sistema es

endotérmico (DH > 0), la entropia del sistema disminuye (DS < 0), y por tanto el DG es positivo
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a cualquier temperatura en el que se encuentre el sistema (Berry, 2019). Por tanto, este proceso

nunca seria espontaneo, lo que quiere decir que es improbable que la reaccién ocurra.

Este hecho puso en evidencia que el cambio de la Cys por Arg en el residuo 391 del
CRBN podria causar cambios irreversibles en el sitio de union al ZN que podrian impedir la
interaccion adecuada de este metal con la proteina. Sin embargo, de acuerdo a los resultados
de la simulacion de QM en el que se dejaron libres todos los &tomos (Datos no mostrados), si
existe una conformacion en la que la reaccion seria espontanea, lo que justifica la presencia de

la mutacion en los miembros de la familia Saudi (Sheereen et al., 2017).

Los resultados de QM permitieron estudiar los cambios en el sitio de unién al ZN de la
proteina CRBN debido a la mutacion C391R a escala atdbmica. Para determinar los cambios a
gran escala de la proteina CRBN debido a las mutaciones C391R y R419X se utiliz6 el enfoque
de DM, ya que estas simulaciones permiten determinar los movimientos de todos los atomos
de los sistemas proteicos (Hollingsworth & Dror, 2018).

Se calcularon pardmetros termodinamicos, conformacionales, y estructurales luego de
realizar las simulaciones de DM. Los aspectos termodinamicos se calcularon porque permiten
verificar la convergencia de las simulaciones a los valores establecidos durante la etapa de
equilibro, y porque permiten comprobar la estabilidad energética de las simulaciones (Huggins

et al., 2019).

Respecto a los resultados de temperatura, presion y volumen, las simulaciones
convergieron a los valores especificados en la etapa del equilibrio y las fluctuaciones de estos
valores estuvieron en los rangos normales. Sin embargo, la fluctuacion de la presion fue mas
grande que la de temperatura y volumen (Figura 3). Se conoce que las variaciones grandes de
presion en simulaciones de DM son normales porque la presion es una propiedad macroscopica
y solo se puede medir correctamente como promedio en el tiempo, mientras se ajusta con datos

de presion a escala microscopica, y porque depende de otras variables (Abraham et al., 2019).
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Ademaés, se determind que las trayectorias de todos los sistemas fueron estables

energéticamente a lo a largo de las simulaciones (Figura 4).

Los parametros conformacionales y de estabilidad que se analizaron fueron: RMSD,
Rg y RMSF. EI RMSD es una medida global de la estabilidad de un sistema en comparacién
con una estructura de referencia, entre mayor sea la variacion de este valor el sistema es mas
inestable (Hollingsworth & Dror, 2018). Se observo que los sistemas C391R y R419X tuvieron
valores mayores de RMSD que el sistema nativo, lo que indica que hubo mas cambios

conformacionales en los sistemas mutados y por tanto fueron menos estables (Figura 5).

El Rg es una medida del grado de compactacion y el plegamiento de una proteina
(Hospital et al., 2015). Se determin6 que el Rg de R419X fue mayor que los sistemas WT y

C391R (Figura 6), lo que indica que R419X fue menos compacto que los otros dos sistemas.

El ultimo pardmetro conformacional que se analiz6 fue el RMSF, que es una medida
local de la estabilidad de la proteina que predice la variacion de los &tomos y residuos a lo largo
de la simulacion (Hollingsworth & Dror, 2018). Se observaron diferencias entre los tres
sistemas en diferentes regiones de la proteina, en especial entre los &tomos 2500-3000 y 3500-
4500, donde se ubican los dominios N-LON, DDB1 binding domain y C-LON (Figura 7). Se
conoce que esta region es importante en la interaccion de CRBN con algunos de sus sustratos
(Min et al., 2016), por lo que en los sistemas mutados se podrian afectar estas interacciones.

Los pardmetros estructurales analizados fueron: SASA y el numero de enlaces de
hidrogeno. SASA es una medida del area superficial de una biomolécula que es accesible al
solvente (Lins et al., 2003); mientras que los enlaces de hidrdgeno son fuerzas intermoleculares
que juegan un rol fundamental en el reconocimiento molecular y la estabilidad de las proteinas
(Baig etal., 2014). En ninguno de estos parametros se encontraron diferencias entre los

sistemas (Figura 8).
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CONCLUSIONES

En esta investigacion se estudiaron los cambios a nivel atbmico y molecular de las
mutaciones R419X y C391R de la proteina CRBN. Las simulaciones de QM se usaron para
estudiar los cambios a escala atobmica en el pocket de interaccion con ZN de la proteina CRBN
debido a la mutacion C391R, y los céalculos de DM sirvieron para identificar los cambios a

gran escala de la proteina CRBN debido a las mutaciones C391R y R419X.

De acuerdo a los resultados de los parametros quimicos de las simulaciones de QM, se
observaron diferencias entre los complejos 4Cys-Zn y 3Cys1Arg-Zn en la carga, angulos de
enlace, angulos diedros de enlace y las distancias de enlace de los &tomos interactuantes de los
sistemas. Es probable que la mutacion C391R afect6 la geometria del sitio de unién de CRBN
al ZN. Considerando los parametros termodinamicos de las simulaciones de QM, se observd
que manteniendo fijos los atomos de los residuos Cys326, Cys323 y Cys394 la reaccion no
seria favorable, pero dejando libres todos los &tomos la reaccion si podria ocurrir. Por tanto, la
mutacion del sistema C391R produce cambios drasticos en el sitio de union de CRBN al ZN,
pero existen una conformacién en la que la reaccion seria espontanea, lo que justifica la
presencia de la mutacion en los miembros de la familia Saudi.

Respecto a los resultados de DM, las simulaciones cumplieron con los pardmetros
termodinamicos, y existieron diferencias en los parametros conformacionales entre el complejo
nativo y los sistemas mutados, lo que se observé en el RMSD, Rg y RMSF. Los parametros
estructurales no mostraron diferencias entre los sistemas de estudio.

Los resultados mostrados estan de acuerdo con la hipotesis planteada, por lo que las
mutaciones de CRBN podrian afectar regiones de la proteina de unién a otros sustratos, y el
hecho de que estos no se degraden podria ser una de las causas de los desérdenes mentales en
los pacientes con estas mutaciones. Sin embargo, se necesitan mas estudios computacionales y

experimentales para validar estos resultados preliminares.
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Tabla 1.- Distancias y angulos de enlace de los 4&tomos que participan en el pocket de

interaccion con ZN del complejo WT, antes y después del refinamiento mediante PDB-REDO,

y después de la simulacion de QM

Parametros antes del
refinamiento

Atomos interactuantes

Parametros después
del refinamiento

Parametros después de
la simulacion de QM

Distancia de enlace (A)

S(Cys394)

Zn-S(Cys391) 2.11 2.32 2.42
Zn-S(Cys323) 2.28 2.34 2.34
Zn-S(Cys326) 2.4 2.35 2.35
Zn-S(Cys394) 2.28 2.33 2.33
S(Cys391)-Zn-

S(Cys323) 109.53 110.26 110.72
S(Cys391)-Zn-

S(Cys326) 109.9 109.48 103.08
S(Cys391)-Zn-

S(Cys394) 117.15 111.19 117.01
S(Cys323)-Zn-

S(Cys326) 102.34 104.4 104.39
S(Cys323)-Zn-

S(Cys394) 89.13 104.06 104.07
S(Cys326)-Zn- 124.13 116.98 116.98
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Tabla 2.- Distancias y angulos de enlace de los atomos que participan en el pocket de

interaccion con ZN del complejo C391R antes y después de la simulacion de QM

" . Parametros antes de la Parametros después de la
Atomos interactuantes simulacién de QM simulacion dF:e QM
ﬁ Distancia de enlace (A)
Zn-N(Arg391) 1.94 2.29
Zn-S(Cys323) 2.34 2.34
Zn-S(Cys326) 2.35 2.35
Zn-S(Cys394) 2.33 2.33
Angulos de enlace (°)
N(Arg391)-Zn-S(Cys323) 101.18 110.38
N(Arg391)-Zn-S(Cys326) 109.7 108.14
N(Arg391)-Zn-S(Cys394) 118.02 112.42
S(Cys323)-Zn-S(Cys326) 104.40 104.40
S(Cys323)-Zn-S(Cys394) 104.06 104.06
S(Cys326)-Zn- S(Cys394) 116.98 116.99

Tabla 3.- Carga de los atomos interactuantes de los complejos 4Cys-Zn y 3CyslArg-Zn

después de la simulacién de QM

Atomo Complejo 4Cys-Zn (au) | 3CyslArg-Zn (au) | Diferencia (au)
Zn 0.394 0.375 0.019
S(Cys391) / N1(Arg391) 0.298 -0.442 0.74
S(Cys323) 0.58 0.242 0.338
S(Cys326) 0.043 0.278 0.235
S(Cys394) 0.178 0.214 0.036
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Tabla 4.- Carga de los atomos interactuantes de los complejos Cys, Arg, 4Cys-Zny 3Cys1Arg-

Zn después de la simulacién de QM

Atomo Aminoécido (au) | Complejo (au) | Diferencia (au)
e soyszn [
S(Cys391) -0.202 0.298 0.5
S(Cys323) -0.202 0.58 0.782
S(Cys326) -0.202 0.043 0.245
S(Cys394) -0.202 0.178 0.38
Arg 3Cys1Arg-Zn _
N1(Arg391) -0.594 -0.442 0.152
N2(Arg391) -0.673 -0.598 0.075
N3(Arg391) -0.309 -0.089 0.22
C(Arg391) 0.631 0.208 0.423

Todos los atomos presentados en esta tabla pertenecen a la cadena lateral Arg. La humeracion

de &tomos de N comienza con el &tomo més externo de la cadena lateral del residuo Arg.

Tabla 5.- Propiedades termodinamicas de los complejos Cys, Arg, 4Cys-Zn y 3Cys1Arg-Zn

luego de la simulaciéon de QM

Propiedades termodinami Compleio 4Cys-Zn Arg 3Cy521r']°~"9' Cys

H (Hartree) -4818.65 -644.75 -4703.35 -759.89
G (Hartree) -4818.71 -644.81 -4703.42 -759.94
DG (kcal/mol) 98.97

DH (kcal/mol) 97.38

DS (kcal/mol) -5.35009
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FIGURAS

S

Figura 1.- Proteina humana CRBN obtenida del RCSB PDB (ID: 4TZ4) luego del

preprocesamiento

En la parte A) se observa la estructura 3D completa. B) Superficie del sitio de unién de la
proteina CRBN con el atomo de ZN. C) Complejo tetraédrico de union del ZN con residuos de
Cys 391, 323, 326 y 394. Los atomos de Azufre se presentan de color amarillo, los de Carbono
gris, los de Oxigeno rojo y los de Nitrégeno azul.

CYS 326
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Figura 2.- Pocket de interaccion de CRBN con ZN de diferentes complejos durante distintas
etapas

En la parte A) se observa el sistema WT y B) C391R después del refinamiento mediante PDB-
REDO vy antes de las simulaciones de QM. C) Sistema WT y D) C391R después de la

simulacion de QM.
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Figura 3.- Temperatura, presion y volumen promedio de las réplicas de las simulaciones de
dinamica molecular de los complejos WT, C391R y R419X

Los tres graficos muestran los valores termodinamicos promedio de las tres réplicas de las
simulaciones de los sistemas WT, C391R y R419X. El eje “x” representa el tiempo de
simulacién en nanosegundos y el eje “y” muestra la propiedad termodinamica medida. En la

parte A) se observa la temperatura, en B) la presion y en C) el volumen.
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Figura 4.- Energia potencial, cinética y total promedio de las réplicas de las simulaciones de
dinamica molecular de los complejos WT, C391R y R419X

Los tres graficos muestran los valores energéticos promedio de las tres réplicas de las
simulaciones de los sistemas WT, C391R y R419X. El eje “x” representa el tiempo de
simulacion en nanosegundos y el eje “y” muestra la propiedad energética medida. En la parte

A) se observa la energia potencial, en B) la energia cinética y en C) la energia total.
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Figura 5.- RMSD promedio de las tres réplicas de las simulaciones de dinamica molecular de
los complejos WT, C391R y R419X

La parte A) muestra el cambio de RMSD durante 50 ns de simulacion y C) durante los Gltimos
30 ns. En ambos graficos el eje x representa el tiempo de simulacion en nanosegundos y el eje
y muestra los valores de RMSD. Las partes B) y D) muestran la funcién de densidad de
probabilidad de los gréaficos A) y C) respectivamente.
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Figura 6.- Rg promedio de las tres réplicas de las simulaciones de dinamica molecular de los
complejos WT, C391R y R419X

La parte A) muestra el cambio del radio de giro durante 50 ns de simulacion y C) durante los
altimos 30 ns. En ambos graficos el eje “x” representa el tiempo de simulacién en
nanosegundos y el eje “y” muestra los valores de Rg. Las partes B) y D) muestran la funcion
de densidad de probabilidad de los gréficos A) y C) respectivamente.
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Figura 7.- RMSF de las tres réplicas de las simulaciones de dindmica molecular de los

complejos WT, C391R y R419X y superposicion de los sistemas completos y de la region con
mayor RMSF

La parte A) muestra el cambio de RMSF durante la simulacion, el eje “x” representa los &tomos
de los residuos de cada sistema proteico y el eje “y” muestra los valores de RMSF. La parte B)
muestra la funcion de densidad de probabilidad de A). En C) se observa el alineamiento de las
estructuras finales de las simulaciones de los tres sistemas, y en D) se proyecta la seccion de

las proteinas con los &tomos con mayor variacion de RMSF, de 3500 a 4500.
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Figura 8.- SASA y numero de enlaces de hidrogeno promedio de las réplicas de las
simulaciones de dinamica molecular de los complejos WT, C391R y R419X

Las partes A) y E) muestran el cambio de SASA y el nimero de enlaces de hidrogeno
respectivamente durante 50 ns de simulacion, y en C) y G) se observa el cambio de los mismos
parametros durante los ultimos 30 ns. En los cuatro gréficos gréaficos el eje “x” representa el
tiempo de simulacion en nanosegundos y el eje “y” muestra los valores de los pardmetros
estructurales calculados. Las partes B), D) F) y H) muestran la funcién de densidad de
probabilidad de los gréficos A), C), E), y G) respectivamente.
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ANEXOS
Anexo A: Distancias de enlaces de los &tomos que participan en el pocket de interaccion

con ZN de 11 estructuras diferentes del CRBN disponibles en la base de datos RSCB PDB

. Zn-S Zn-S Zn-S Zn-S
D dFe,'DFéSCB '—F:ﬂf)r(‘;dhoefr'lg) (Cys323) | (Cys326) | (Cys391) | (Cys394)
A) A) A) A)
S_
4tz4 Lenalidomide 2.28 2.4 2.11 2.28
(12044976)
S_
5fqd Lenalidomide 24 2.46 2.45 2.38
(12044976)
S_
6hof Poma'édom'd 2.42 2.28 245 2.38
(9965330)
S_
6h0g Poma'édom'd 257 2.33 254 271
(9965330)
CC-885
5hxb (24766636) 218 2.29 1.79 243
CC-220
5v30 (53328043) 2.49 2.46 4.49 2.35
dBet23
6bn7 (138106113) 2.34 243 23 241
dBET57
6bnb (136108340) 2.65 261 256 26
6bn9 dBet70 258 231 232 255
dBET6
6boy (121427831) 231 2.35 24 227
6bn8 dBet55 1.96 243 222 1.03
Promedio 2.38 2.40 251 2.39
Desviacién estandar 0.20 0.10 0.69 0.20
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Anexo B: Angulos de enlaces de los &tomos que participan en el pocket de interaccion
con ZN de 11 estructuras diferentes del CRBN disponibles en la base de datos RSCB

PDB
ID del Ligando S(Cys323)- | S(Cys323)- | S(Cys323)- | S(Cys326)- | S(Cys326)- | S(Cys391)-
RSCB (ID Zn- Zn- Zn- Zn- Zn- Zn-
S(Cys326) | S(Cys391) | S(Cys394) | S(Cys391) | S(Cys394) | S(Cys394)
PDB PubChem) R o o B o o
angle (°) | angle (°) | angle (°) | angle(®) | angle (°) | angle (°)
S-
4tz4 Lenalidomide | 102.34 109.53 89.13 109.9 124.13 117.15
(12044976)
S-
5fqd Lenalidomide 117.36 114.7 100.63 106.46 105.1 112.2
(12044976)
S-
6hOf Pomalidomide | 121.29 108.21 93.59 101.93 127.57 102.21
(9965330)
S-
6h0g Pomalidomide | 110.73 137.29 97.33 110.04 80.44 101.42
(9965330)
CC-885
5hxb (24788636) 88.42 97.46 112 97.45 114.07 100.89
CC-220
5v30 (53328043) 123.34 108.5 90.64 121.72 80.4 108.19
dBet23
6bn7 (138108113) 114.23 140.71 92.78 97.28 90.1 110.73
dBET57
6bnb (138108340) 118.09 140.27 82.55 101.23 91.12 91.7
6bn9 dBet70 130.02 125.63 86.35 104.34 90.06 95.98
dBET6
6boy (121427831) 116.08 136.79 101.45 95.38 94.66 104.81
6bn8 dBet55 128.2 126.2 95.8 102.36 92.35 99.62
Promedio 115.46 122.30 94.75 104.37 99.09 104.08
Desviacion estandar 11.87 15.33 8.11 7.53 16.39 7.47
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Anexo C: Temperatura, presion, volumen, energia potencial, energia cinética y energia

total de las tres réplicas de las simulaciones de dinamica molecular de los complejos WT,
C391R y R419X
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E)
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Anexo D: RMSD, Rg, SASA, Numero de enlaces de hidrogeno y RMSF de las tres réplicas

de las simulaciones de dindmica molecular de los complejos WT, C391R y R419X
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