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RESUMEN

La peroxirredoxina 6 humana (hPrdx6) es una enzima perteneciente a la familia
de las peroxirredoxinas y cumple diversas funciones claves en el organismo tales como
la detoxificacién de hidroperdxidos organicos (ROOH) y la reparacién de membranas
peroxidadas a través de una triple accion enzimatica que incluye las actividades
peroxidatica, fosfolipasa sn-2 independiente de Ca*? (iPLA.) y acil-transferasa (LPCAT).
Esta proteina experimenta diversas modificaciones post-traduccionales que pueden
llegar a modular una o méas de sus funciones cataliticas. Por ejemplo, la sobreoxidacién
de la cisteina catalitica C47 (también denominada Cp) lleva a la inactivacién de la funcién
peroxidatica. Por otro lado, la fosforilacion del residuo T177 induce un aumento
significativo en la funcién iPLA,. También se ha detectado que la modificacion con
metilglioxal (MGO) en residuos arginina inhibe la actividad peroxidasa.

En esta tesina de grado se propuso como objetivo central estudiar in silico dos
modificaciones post-traduccionales de hPrdx6, trabajando con el dimero de la proteina:
la fosforilacion en la T177 y la glicacion por MGO en el residuo R132, buscando
encontrar explicaciones a nivel de cambios en la estructura atémica y/o electrénica de
la macromolécula para el aumento en la actividad iPLA2 observado al fosforilar y para la
inhibicion de la actividad peroxidasa por glicacion.

Respecto a la fosforilacion, se realizaron simulaciones de dinAmica molecular
convencional (MD) y acelerada (aMD) en escala de sub-microsegundos para obtener
estructuras representativas de la proteina modificada bajo condiciones quasi-fisioldgicas
y explorar la posibilidad de cambios conformacionales locales que permitieran entender
el aumento de la actividad iPLA,. Se estudi6 también el modo de union a
dipalmitoilfosfocolina (DPPC), ligando natural de la enzima, no halldndose evidencia de
base estructural que explique el aumento marcado de la la actividad iPLA; asociado a la
fosforilacion.

Para estudiar la glicacién sobre R132, tras parametrizar el residuo argpirimidina
se simularon 200 ns por MD para seleccionar una estructura representativa sobre la que
se analiz6 la estructura electrénica a nivel QM/MM, evaluando la reactividad intrinseca
del residuo C47. En tanto la glicacion de R132 lleva a un aumento en la reactividad
intrinseca de Cp, el sitio activo pierde la disposicion activa necesaria para la actividad
peroxidasa. Por otro lado, mediante simulaciones de MD a pH constante (cpHMD) se
titulé el pKade Cp determinando que cuando R132 se encuentra glicada por MGO el pKa
de Cp se aproxima al valor caracteristico para tioles libres en solucién.

Palabras claves: Peroxirredoxina 6; peroxidasa; iPLA; glicacion; fosforilacion;
simulaciones de dinamica molecular; ONIOM QM/MM.



TABLA DE SIGLAS, ACRONIMOS Y ABREVIATURAS

Prdx — Abreviatura referida a la familia de las peroxirredoxinas.

Cp — Cisteina peroxidatica.

Cr — Cisteina resolutiva.

H.O, — Peroxido de hidrégeno.

ONOOH - Acido peroxinitroso.

ROOH — Hidroperoxido organico.

NADH — Nicotinamida adenina dinucledétido.

NADPH — Nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato.

AhpC — Alquil hidroperoéxido reductasa C.

oxyR — Operdn bacteriano que regula los genes relacionados al estrés oxidativo.
ASK1 — Quinasa reguladora de sefal de apoptosis 1.

PTP — Protein tirosin fosfatasa.

PTEN — Fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa.

TXNPX — Triparredoxina peroxidasa.

hPrdx5 — Peroxirredoxina 5 humana.

hPrdx6 — Peroxirredoxina 6 humana.

rPrdx6 — Peroxirredoxina 6 de rata.

K — Constante de Michaelis-Menten.

iPLA — Actividad enzimaética fosfolipasa sn-2 de forma independiente de Ca*?
LCAT — Actividad enzimatica liso-acil transferasa.

GSH — Glutation.

nGST — Glutatién mnt transferasa.

PTM — Modificacién post-traduccional.

Prdx6-SOH — Peroxirredoxina 6 humana con la Cp oxidada a sulfénico.

Prdx6-S — Peroxirredoxina 6 humana con la Cp reducida en estado de tiolato con la
R132 nativa.

gPrdx6-S™ — Peroxirredoxina 6 humana con la Cpreducida en estado de tiolato, y con la
R132 como argpirimidina.

gPrdx6-SH — Peroxirredoxina 6 humana con la Cp reducida en estado de tiol, y con la
R132 como argpirimidina.

HOMO - Orbital de frontera ocupado de mayor energia.

LUMO - Orbital de frontera virtual de menor energia.

cMD — Dindmica molecular convencional.

aMD — Dindmica molecular acelerada.

cpHMD — Dinamica molecuar a pH constante.

PCA — Analisis de componentes principales.

Ry — Radio de giro.

SASA — Area superficial accesible al solvente.

pKa — Medida de la fuerza de un &cido. Definido matematicamente como — log K,
DFT — Teoria del funcional de la densidad.
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1. INTRODUCCION



1.1 Generalidades de las peroxirredoxinas

Las peroxirredoxinas (EC 1.11.1.15), son una familia de enzimas antioxidantes
gue cumplen un rol fundamental en la detoxificacion de hidroperoxidost. Se
encuentran presentes en todos los dominios de la vida, y presentan una localizacion
subcelular variada: dentro de organelos, en el citosol, asociada a membranas o incluso
en el exterior celular?. En la catdlisis utilizan un sistema tiol-dependiente, donde la
cisteina peroxidatica (Cp) en forma de tiolato, se oxida por un hidroperéxido a acido
sulfénico (Ce-SOH)3. Posteriormente este sulfénico es resuelto por una segunda
cisteina (denominada cisteina resolutiva, Cg) o0 puede reducirse por un reductor
fisiolégico’®. En cuanto a la abreviatura utilizada para hacer referencia a las
peroxirredoxinas, en la bibliografia se manejan las siglas Prx o Prdx*, siendo esta
dltima preferida por Fisher (uno de los investigadores que mas ha contribuido al
estudio de la peroxirredoxina 6, centro de esta tesina) debido al uso anterior de la sigla
PRX para identificar a los genes que codifican las proteinas de la familia paired-related
homeobox®.

Uno de los principales roles fisioldgicos de las peroxirredoxinas es el de actuar
como sistema antioxidante, evitando asi el dafio a macromoléculas funcionales de la
célula. Se han realizado numerosos estudios que vinculan su rol con un efecto
citoprotector y preventivo de la apoptosis por dafio oxidativo®2. Esta funcién es de
gran relevancia en patdégenos intracelulares, como micobacterias o protozoos del tipo
tripanosomatidos, ya que una de las primeras respuestas del hospedero es la
liberacion de especies reactivas del oxigeno y nitrégeno por los macréfagos®. La
eficiencia de las Prdx en la detoxificacion del acido peroxinitroso (ONOOH)! %!t un
poderoso agente nitrante y oxidante producido durante condiciones de estrés
oxidativo, ayuda a la sobrevida de los parasitos®. La mayoria de las bacterias reducen
peréxido de hidrogeno (H20.) e hidroperéxidos organicos (-ROOH) a expensas de
NADH o NADPH mediante el sistema disulfuro reductasa FAD-dependiente (AhpF) y
peroxidasa tipo peroxirredoxina (AhpC). En bacterias ambos genes se encuentran
controlados bajo el operén oxyR'?, encargado de la respuesta al estrés oxidativo. En
algunos organismos, como Micobacterium tuberculosis, que no contiene el operén
oxyR, AhpC se expresa de forma constitutiva en baja cantidad, y de esta forma,
cuando la catalasa falla en la detoxificacion de peréxido, AhpC puede permitir la
sobrevida de la bacteria.

En muchos sistemas eucariotas el H>O; tiene un rol clave en diversos procesos
biolégicos, como la proliferacion celular, la diferenciacién, la migracién o la apoptosis*?,
actuando como segundo mensajero mediante la oxidacion de factores de transcripcion
(ASK1)3!4, Las Prdx tienen un rol relevante en la regulaciéon de estas vias, debido a su
alta eficiencia en la reduccién de H.O.. De hecho, la respuesta celular frente al H,O»
varia segun la cantidad, actividad y concentraciones de los antioxidantes que se
encuentren presentes, asi como su distribucién®®. El H,O, actia oxidando diversas
proteinas, como las proteinas tirosin fosfatasa (PTPs)!® y fosfatidilinositol-3,4,5-
trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN)*. Debido a que la velocidad de la reacciéon es mucho
menor que la de Prdx?%, estas deben inhibirse transitoriamente para que el H,O, pueda
reaccionar®’.

Las Prdx son blanco de modificaciones post-traduccionales, como la
fosforilacion, la cual las inactiva frente a determinada sefial externa!®®. Otra forma de
inactivar su actividad peroxidasa es mediante la sobreoxidacion de la Cp, donde la
Cp-SOH se vuelve a oxidar a Cp-SO2(H) 0 Cp-SOs3(H) en lugar de formar un enlace
disulfuro® con la Cr. La sobreoxidacion para algunos tipos de peroxirredoxinas es un



proceso reversible mediante la enzima sulfirredoxina dependiente de ATP, restaurando
la actividad de la enzima?!.

Existen varios criterios para clasificar las peroxirredoxinas. Se pueden clasificar
segun el nimero de cisteinas conservadas involucradas en la catdlisis y a su vez
segun la ubicacion Cp y Cg, cuando la segunda esta presente, existiendo asi 3 grupos:
las Prdx 1-Cys, las Prdx 2-Cys tipicas y las Prdx 2-Cys atipicas. Las Prdx 1-Cys
presentan una Unica cisteina conservada en el ciclo catalitico. La distincién entre Prdx
2-Cys tipicas o atipicas, que presentan dos cisteinas conservadas en el ciclo catalitico,
radica en la ubicacion de la Cg, segun se encuentre en diferentes mondémeros o en el
mismo respectivamente!?223, Mas adelante, en la seccién 1.3, se detallaran otras
diferencias entre el ciclo catalitico de estos tipos de Prdx. Otro criterio para clasificar
las peroxirredoxinas se basa en utilizar herramientas bioinforméticas para analizar
fragmentos de secuencia funcionalmente relevantes en el entorno de los residuos
claves requeridos para la actividad de la proteina*?4, distinguiéndose 6 diferentes
subfamilias de Prdx: AhpC-Prdx1, BCP-PrdxQ, Tpx, Prdx5, Prdx6 y AhpE?*,

1.2. Estructuray oligomerizacion de las peroxirredoxinas

Las peroxirredoxinas comparten el plegamiento tipo tiorredoxina?>-2’, comun en
enzimas que catalizan la formacién e isomerizacion de enlaces disulfuro. Este
plegamiento esta constituido por una lamina  formada a partir de cuatro hojas
centrales ordenadas de forma antiparalela, rodeada por 3 a-hélices. Este tipo de
plegamiento se puede dividir en un motivo N-terminal BaB y uno C-terminal SB8q,
unidos por una tercera a-hélice. 1 y B2 del motivo N-terminal se pliegan de forma
paralela, mientras que B3 y B4 lo hacen de forma antiparalela. Las hélices a1 y a3 se
alinean en un lado de las hojas B?8. En la figura 1 (A) se representa este plegamiento.
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Figura 1. Tipos de plegamiento conservados. (A) Plegamiento conservado tipo tiorredoxina. Los
asteriscos representan los puntos donde se insertan residuos adicionales al pliegue. Adaptado de Copley
et al.?® (B) Plegamiento tipico de las peroxirredoxinas. Adaptado de Choi et al. 27

A partir de la primera estructura cristalografica de una peroxirredoxina?’ y las
gue vinieron a continuacion, se determind que esta familia de proteinas presenta
estructuras secundarias adicionales al plegamiento basico tipo tiorredoxina, constituido
por un core de 80 residuos?®. Presenta dos dominios, uno extenso N-terminal (174
residuos) y uno corto C-terminal (50 residuos). El primer dominio contiene cuatro hojas
B (B3, B4, B6 y B7) y 3 a-hélices (a2, a4 y a5). A su vez, adicionales al plegamiento
tipo tiorredoxina, la estructura presenta tres hojas B (81, B2 y B5), una pequena a-
hélice (a1) y otra larga (a3). EI motivo Baf esta constituido por 3-a2-4 como se



muestra en la figura 1(B). ElI segundo dominio presenta dos hojas (86 y f7) y una a-
hélice (a5) conectado con el dominio N-terminal a través de un loop que contiene a o4.
B6-B7-a5 constituyen el motivo BBa del plegamiento tipo tiorredoxina. Presenta
también varias estructuras adicionales, 3 hojas B (38, f9 y B10) y una a-hélice (a6).

Las peroxirredoxinas se pueden encontrar en diversos estados de
oligomerizacién: monémeros, dimeros o decameros, segun factores del ambiente en el
gue se encuentran, como el pH, la fuerza iénica o la presencia de iones divalentes??,
Los dimeros se pueden clasificar segin las interacciones establecidas entre los
diferentes monémeros que los forman y la orientacién de la hoja B central?®, pudiendo
ésta ser paralela o perpendicular®®. Dentro de los dimeros con orientacién paralela se
distinguen de tipo A (por ejemplo, PrxQ?3, figura 2(A)), que interaccionan a través de la
a3 de un mondmero y la a5 del otro; de tipo B, por ejemplo, hPrdx6?’, figura 2(B),
donde los mondmeros interaccionan a través de una de sus laminas (B antiparalelas
formando una lamina B extendida. La asociacién de 5 dimeros B lleva a la formacién
de una estructura decamérica, por ejemplo, Prdx2%2, figura 2(C).

(©)

Figura 2. Estructura tridimensional de los diferentes estados de oligomerizacion de las peroxirredoxinas.
Cada mondmero se representa con un color diferente. (A) Dimero tipo A de PrxQ (PDB ID=4GQF) (B)
Dimero tipo B de hPrdx6 (PDB ID=1PRX) (C) Decamero de Prdx2 (PDB ID=1QMV).

La oxidacién de la Cp en cualquiera de sus formas desestabiliza el estado
oligomérico, promoviendo en caso de ser un decamero la formacién de dimeros y para
éstos en mondémeros®, actuando como un interruptor redox del estado de
oligomerizacion de la proteina®. En Prdx 2-Cys tipicas, los dimeros en estado



reducido e hiperoxidado presentan una fuerte tendencia a formar dodecameros?>33,
mientras que la forma oxidada forma preferentemente dimeros®:. Las Prdx 1-Cys
pueden presentar estados de oligomerizacion diversos, desde dimeros hasta
hexadecameros con conformaciones toroidales®. Por otra parte, se reporté que la
glutationilacién en la Cp de una Prdx homodimérica de un tipo diferente a los ya
mencionados (tipo D no mostrado) induce una transicion entre la forma dimérica y la
monomeérica, generando un interruptor redox similar al encontrado para el pasaje
decamero/dimero observado en las Prdx 2-Cys tipicas®.

El estado de oligomerizacion de las peroxirredoxinas se puede ver también
influenciado por otros factores estructurales ajenos al estado redox de la Cp. A través
de estudios de mutagénesis dirigida en la Prdx tipo 2-Cys tipica AhpC, se observo que
las variantes T771 y T77D tienen un efecto inhibidor en la formacién de la estructura
decamérica, mientras que la variante T77V la estabiliza®". Para otra Prdx 2-Cys tipica,
la proteina antioxidante especifica de tiol 2 (TSA2), se reportd que la mutacion de una
treonina altamente conservada cercana a la Cp podria tener un rol en la estabilizaciéon
del decamero en su forma reducida y sobre la desestabilizacion del mismo en la forma
oxidadaZ®8.

1.3 Sitio activo y mecanismos de las peroxirredoxinas

El sitio activo peroxidasa (figura 3) se encuentra sobre el extremo N-terminal de
la hélice a2 en el fondo de un estrecho bolsillo del subdominio BaB. Este se encuentra
altamente conservado en la familia de las peroxirredoxinas, presentando una
secuencia homdéloga PXXXTXXC? en todas las Prdx conocidas. Estos residuos se
encuentran insertos en la hélice a2, lo cual indicaria que su disposicién espacial es
clave para el correcto funcionamiento de la enzima. Otro residuo conservado en la
familia de las peroxirredoxinas, que presenta proximidad espacial con la Cp, €s una
arginina localizada en el entorno de la posicion 130, ubicada en la hoja 34.

Figura 3. Estructura de hPrdx5 y su sitio activo. La hélice a2 se representa en amarillo y el resto de la
proteina en plateado. Para los residuos conservados se usa una representacion de bolas y varillas.
(PDB ID=10C3).

La treonina y la arginina conservadas en el sitio activo cumplen un rol
fundamental en la catdlisis de la enzima3®-*!. Por ejemplo, la proteina mutante R128D
de triparredoxina peroxidasa (TXNPXx) presenta una pérdida completa de actividad*?.
En otro estudio®, al cambiar la R128 de Prdx5 humana (hPrdx5) por un aminoacido
polar sin carga, como la glutamina, la actividad de la enzima también se ve



significativamente alterada. La presencia de esa carga positiva es fundamental para
que ocurra la catélisis, por lo que se propuso que el rol para la arginina conservada es
el de estabilizar el estado de transicion anionico formado durante el primer paso del
ciclo catalitico®®*. Esta arginina tiene también la funcién de mantener el pK, de la Cp
en el entorno de 5 (cuando en una cisteina libre en solucidbn se encuentra en el
entorno de 8%), al estabilizar el tiolato mediante un doble enlace de hidrégeno con su
grupo guanidinio®-4144,

En cuanto al rol que cumple la treonina conservada, en estudios con hPrdx5 se
observo que la misma mantiene la nucleofilia de la Cp baja, a través de un fuerte
enlace de hidrégeno con su tiolato*°. Esta interaccion se debilita al formarse una nueva
red de enlaces de hidrégeno con el sustrato, donde la treonina es la encargada de
posicionarlo desde su entrada al sitio activo hasta el posicionamiento adecuado para la
reaccion con Cp?°. Este doble efecto de la treonina induce un aumento de la nucleofilia
de la Cp, y permite que pueda reaccionar con uno de los oxigenos del hidroperéxido®.
En las mutantes donde se sustituye la treonina por una valina la actividad enzimatica
se pierde, mientras que la sustitucion de la treonina por una serina mantiene su
actividad. La treonina y la serina son dos aminoacidos muy similares, diferenciandose
Unicamente en que la treonina presenta un grupo metilo adicional, por lo que el rol que
cumplen depende en gran medida del grupo OH de estos residuos. En consonancia
con esto, se observa que en algunas peroxirredoxinas la treonina conservada se
encuentra sustituida por serina®.

Finalmente el rol que presenta la prolina conservada pareceria ser estructural,
protegiendo al sulfénico formado luego del primer paso del ciclo catalitico®®. En los 3
tipos de peroxirredoxinas el ciclo catalitico es similar, y consta esencialmente de 3
pasos (figura 4): la peroxidacién, la resoluciéon y el reciclaje de la enzima. En el
primero, la cisteina peroxidatica realiza un ataque nucleofilico sobre el sustrato
oxidandose a &cido cistein sulfénico (Cys-SOH)*°. El mecanismo consensuado para la
reaccion?®*! es de tipo Sn2, actuando el tiolato como nucledfilo que ataca a uno de los
atomos de oxigenos del peroxido, el cual se rompe de forma heterolitica y libera OH
como grupo saliente. Este paso es en principio el mismo en los tres tipos de
peroxirredoxinas, sabiéndose que para Prdx 2-Cys atipicas® y tipicas** se observa
una o mas transferencias protonicas posteriores al estado de transicién de esta etapa.
El segundo paso involucra la reduccion del acido cistein sulfénico para formar un
disulfuro -S-S- con la Cr 0 con un reductor externo. El paso final de reciclaje consiste
en la reduccion del disulfuro previamente obtenido para recuperar la enzima original
reducida con participacion de un dador externo de electrones, como la Trx en el caso
de las 2-Cys tipicas/atipicas o por un sistema reductor fisioldgico (por ejemplo, para
algunas de estas proteinas se ha reportado que puede ser GSH-nGST®) o ascorbato?
en el caso de las 1-Cys.
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Figura 4. Ciclo catalitico de las peroxirredoxinas. En negro se representa un mondémero y en rojo se
representa el otro. (A) 2-Cys tipicas. (B) 2-Cys atipicas. (C) 1-Cys.

En 2-Cys tipicas y atipicas el paso de resolucién requiere de cambios
conformacionales locales que aproximen el par Cp/Cr reaccionante para formar el
disulfuro. Este cambio conformacional implica el movimiento en la hélice a2, dénde se
desenrolla el extremo de ella, adoptando una conformacion denominada LU (del inglés
‘locally unfolded’). De esta forma, el &cido cistein sulfénico formado se encuentra
menos protegido para el ataque nucleofilico*” por parte del tiolato, y forma el enlace
disulfuro que se expone al solvente y es reducido por la Trx*'. Asi la proteina vuelve al
estado reducido y se restablece la conformacion inicial, identificada como FF (del
inglés ‘fully folded) y su actividad catalitica normal. En las Prdx6 1-Cys no hay una
etapa de resolucién genuina, por lo que la transicion FF— LU no ocurre. Luego de la
oxidacién de la Cpviene la fase de reciclaje por un reductor de bajo peso molecular.

1.4 Caracteristicas estructurales y funcionales de hPrdx6

La peroxirredoxina 6 humana (hPrdx6) fue la dltima Prdx descubierta en
mamiferos?’. Presenta un Unico residuo conservado de cisteina, C47, por lo que
pertenece a la subfamilia de las Prdx 1-Cys. Una caracteristica importante en su ciclo
catalitico es que, a diferencia de las otras peroxirredoxinas, la tiorredoxina no forma
parte de su ciclo catalitico?’8, haciendo que la denominacién original de tiorredoxina
peroxidasa cambiara a peroxirredoxina luego de su descubrimiento*®°. hPrdx6 es una
proteina de 224 aminoacidos (25 kDa), que presenta, al igual que las otras
peroxirredoxinas, la capacidad de reducir diferentes tipos de hidroperdxidos 4849,

Si bien no se dispone de informacion para la constante de velocidad de hPrdx6
con sus sustratos, si se conoce para su analoga de rata. La actividad especifica (AE)
de peroxirredoxina 6 de rata (rPrdx6) con H,O; es de 6 pumol mint mg? y presenta una
constante de velocidad de 3.4 + 0.2 x10’ M! st a pH=7.4 y 25°%2, El pKa de la Cp de
rPrdx6 es de 5.2°2, por lo cual la fraccién de la forma tiolato presente sera cercana al
100% a pH fisiolégico**. De esta forma, la Cp siempre estard disponible para
reaccionar en presencia de sustrato. En principio se propuso que el reductor fisiolégico
implicado en su reciclado era GSH, previa formacion de un heterodimero con una
nGSH-transferasa®®> (figura 4C) aunque se reporté que el acido ascorbico en la forma
de ascorbato puede actuar como reductor fisiolégico de otras Prdx 1-Cys de
levadura®®, rompiendo el paradigma de que solo los compuestos con grupos tiol
pueden reducir a las peroxirredoxinas.



hPrdx6 también puede actuar reduciendo fosfolipidos peroxidados (PLOOH),
siendo su principal ligando los perdxidos de fosfatidilcolina (PCOOH)*5%% con una
AE de ~ 6 pmol mintmg?y una K,y de 120-150 pM®1%5, Esta funcién, segln se reportd
para otras peroxirredoxinas 1-Cys que también presentan la capacidad de reducir
PLOOH, ayudaria a la reparaciéon de las membranas celulares dafiadas® por un fuerte
estrés oxidativo. Por ejemplo, la generacion de knockout de hPrdx6 hace que la
reparacién de membranas peroxidadas disminuya en un 96%°’.

La secuencia de la proteina (figura 5) presenta varios motivos conservados, no
solo aquellos referentes al plegamiento tipo tiorredoxina.
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Figura 5. Secuencia de hPrdx6 con motivos y residuos conservados destacados. En azul se representa el
motivo peroxidasa TPVCTTE (recuadro), y los residuos conservados. En marrén se muestra el motivo
lipasa GXSXG (recuadro) y la triada catalitica, y en verde el motivo lisofosfatidilcolina acil transferasa. El
residuo en rojo representa un punto de fosforilacion.

El motivo peroxidasa de hPrdx6 (recuadro azul, figura 5) es homologo al tipico
de otras peroxirredoxinas, asi como la funcion de estos residuos es andaloga. Sin
embargo, la subfamilia 1-Cys una histidina conservada adicional (H39 en hPrdx6) que
se propone podria tener un rol clave en la catdlisis cuando participa ascorbato como
reductor*®. La presencia de este residuo cargado positivamente podria ayudar a
estabilizar el Cp-SOH, reduciendo la repulsion electroestatica con el ascorbato?®.

Se ha reportado que hPrdx6 se encuentra en solucion como un homodimero
tipo B8, cuya dimerizacion involucra la formacién de una interfaz hidrofébica entre 7
hojas B de cada mondmero, resultando en la formaciéon de una lamina extendida de 10
hojas B. Los residuos que ayudan en la estabilizacion de esta interfaz son L145, 1147,
L148 y P15077%°€0 pues se ha reportado que la mutacion de estos residuos
desestabiliza completamente la forma dimérica®. La estructura de la proteina en
solucién, hasta el momento, no se ha determinado. Cuando ésta se encuentra
cristalizada también forma un homodimero de tipo B, de forma independiente al estado
redox de la Cp?"%°. Sin embargo, los estudios que se realizaron en solucién con hPrdx6
en condiciones tales que la Cp se encontraba reducida, mostraron que la proteina
presenta diferencias significativas con la estructura cristalografia de hPrdx6 con la Ce
oxidada a -SOH.



Figura 6. Estructura tridimensional del dimer hPrdx6 y su sitio activo peroxidasa. Los residuos
conservados se representan en bolas y varillas. (PDB ID=5B6M).

El estado redox de la C47 actlla como un interruptor en la oligomerizacion en
las 1-Cys Prdx, ya que su oxidacién promueve la desestabilizaciéon del homodimero.
No estid claro si esta desestabilizacion ocurre por la glutationilacién®, como se
menciond en la seccidén 1.2, o por la oxidacién a —SOH, la cual facilitaria la reaccién
con la MGSH-transferasa®. Existen varias isoformas (A, B, C y D) de la nGSH-
transferasa, factor que podria modular su afinidad a hPrdx6. Las isoformas Ay C
presentan un valor de K; ~50 nM, mientras que las isoformas B y D presentan una
afinidad 2 veces menor®!. Por lo tanto, la presencia de una determinada isoforma en
un contexto celular dado permitiria regular la velocidad del ciclo catalitico de esta
proteina.

Ademas de la actividad peroxidasa, hPrdx6 presenta actividad fosfolipasa
independiente de calcio (iPLA2), que consiste en la hidrolisis de un fosfolipido en la
posicidn sn-2, cuyo mecanismo catalitico es hasta el momento desconocido. Esta
actividad fue descubierta a partir de la presencia de un motivo lipasa GXSXG®%2%3 en su
secuencia (figura 5), siendo la Unica peroxirredoxina descrita hasta el momento que
presenta este tipo de actividad. Su AE con el dipalmitoilfosfocolina (DPPC) como
sustrato en liposomas es de ~100 nmol mint mg?, y presenta un valor de K,, de ~350
HUM®4, Esta actividad es maxima bajo condiciones de pH 4%, aunque se determiné que
en condiciones citosélicas la proteina presenta la capacidad para unir fosfolipidos.
Esto podria relacionarse con su rol de reducir fosfolipidos hidroperoxidados, asi como
con su capacidad de reparar membranas biol6gicas dafiadas®®, mostrando una
sinergia entre sus actividades cataliticas. No se conoce si el fosfolipido peréxidado se
une al sitio iPLA, de un mondmero y al sitio peroxidasa del otro, o si se une a ambos
sitios localizados en el mismo mondmero, pero si hay evidencia de que la actividad
iPLA; esta presente en el mondémero y no requiere la dimerizacion®.

La triada catalitica de la actividad iPLA;, representada en la figura 7, esta
compuesta por los residuos H26-S32-D140°%, presente en varias lipasas conocidas®’.
Esta triada fue propuesta en base a experimentos de mutagénesis dirigida, que
permitieron determinar que la H26 cumple un rol importante en la unién de la proteina



tanto al ligando como a micelas®-®®, mientras que la S32 y la D140 estan involucrados
directamente en la catdlisis®*®¢. hPrdx6 presenta también la capacidad de unirse a
liposomas tanto en condiciones de pH neutro como &cido®*¢,

Figura 7. Representacion del sitio activo iPLA2 de hPrdx6. Imagen realizada a partir de la cristalografia de
hPrdx6. (PDB ID=5B6M).

La funcién iPLA; se asocié con la produccion de citoquinas proinflamatorias
como IL-1B% en el epitelio bronquial. También se reportdé que esta actividad se
encuentra asociada con la activacion de la NADPH oxidasa, debido a la inflamacién en
el pulmonar®, y que ésta también induce la activacion de astrocitos seguida de un
aumento en la produccion de citoquinas proinflamatorias™. Todas estas evidencias
muestran que la actividad iPLA; de hPrdx6 permite generar potentes sefales
proinflamatorias’*~"3. En estudios recientes debido a la actividad iPLA; se le atribuy6 a
hPrdx6 un rol importante en el dafio cerebral por inflamacion, por lo que su inhibicion
podria ser considerada un tipo de terapia génica para diversas patologias’.

hPrdx6 presenta también una tercera actividad enzimatica, la capacidad de
acilar lisofosfatidilcolina con un &cido graso libre. Dicha actividad es denominada
lisofosfocolina-acil transferasa (LPCAT)”, y fue identificada gracias a otro de sus
motivos estructurales, HxxxxxD, caracteristico de esta funcién’®?’. Este motivo LPCAT
se encuentra solapado con el motivo lipasa GXSXG, siendo el residuo D31 parte de
ambos. El hecho que presente actividad iPLA; y LPCAT, permite a la enzima la
capacidad de hidrolizar fosfolipidos dafados y luego acilarlos una vez restaurados,
mediante sus funciones iPLA; y LPCAT. Si bien la accién iPLA; solo ve favorecida
mediante fosfolipidos de fosfocolina (PC), la actividad LPCAT muestra cierta
preferencia por el palmitoil-CoA como sustrato’.

Esta triple accién potencia la funcién de hPrdx6 en la reparar membranas, y
explica por qué organismos knockout de esta enzima se ven tan perjudicados®® 7.
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1.5 Modificaciones post-traduccionales de hPrdx6 y sus efectos moduladores

La proteina es blanco de diversas modificaciones post-traduccionales. Algunas
de ellas son parte de su ciclo catalitico; otras presentan una funcién reguladora sobre
alguna de sus actividades bajo condiciones fisiol6gicas o en condiciones patolégicas.

La oxidacién en la C47 es parte del ciclo catalitico peroxidasa®?’, siendo blanco
de una diversa variedad de agentes oxidantes, desde H.O, hasta PLOOH®>%, La
sobreoxidacion de la C47 a derivados del &cido sulfinico (-SO2H o sulfénico (-SO3zH)
tiene un papel inhibitorio sobre la actividad peroxidasa?’®, al que para otras
peroxirredoxinas. También se reportdé que induce un aumento en la actividad iPLA,",
haciendo que la sobreoxidacion a nivel fisiolégico tenga un rol mas complejo que la
sobreoxidacion de otras peroxirredoxinas.

La glutationilaciéon en la C47 también es parte del ciclo catalitico. Como se
menciond anteriormente, la oxidacion en la C47 ya sea por la formacion de -SOH o de
-S-S-, actlia como un interruptor redox regulando el grado de oligomerizacion de la
proteina.

Se ha reportado que la fosforilacion en la T177 de hPrdx6 por las proteinas
guinasas activadas por mitégeno (MAPK)"” induce un aumento de actividad de mas de
10 veces de su actividad iPLA.®. Esto se atribuye a que la proteina sufre un
importante cambio conformacional®®®!, adoptando una conformacién de tipo molten
globule®! o glébulo fundido, un intermediario en el plegamiento proteico®. Entre los
cambios estructurales identificados en la estructura post-fosforilacion se encuentra una
pérdida de a-hélices y una disminucion en la intensidad de fluorescencia intrinseca,
asi como una mayor afinidad a liposomas®. Como se mencioné anteriormente, la
actividad iPLA; es necesaria para la completa activacion de la NADPH oxidasa en
diferentes tipos celulares®®. El completo ensamblado de esta enzima requiere que
hPrdx6 transloque por la membrana celular®®, y para que esto ocurra, debe
encontrarse fosforilada en la T177%,

Otra importante modificacion post-traduccional reportada es la glicacién por
metilglioxal (MGO) sobre residuos de arginina de hPrdx6 ( ver figura 5), que induce la
inhibicién de la actividad peroxidasa de la enzima®. El MGO tiene la capacidad de
reaccionar con residuos basicos de diferentes proteinas o acidos nucleicos, generando
productos avanzados de glicacién (AGE)®®®’, que afectan de forma significativa el rol
fisiolégico de estos residuos en la proteina y su estructura. Son numerosos los
productos avanzados de glicacién conocidos de arginina, dos de ellos de los que se ha
observado la formacién en hPrdx68°% se muestran en la siguiente figura.
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Figura 8. Diferentes AGEs producidos por MGO sobre arginina (1). La estructura 2 corresponde al AGE
metilglioxal hidroimidazolona (MGH-1), y el 3 al AGE argpirimidina.

En situaciones patolégicas como diabetes mellitus tipo 2, el MGO,
intermediario de la glucdlisis tales condiciones, se encuentra en exceso y se ha
postulado que su efecto como agente glicante de hPrdx6 podria estar relacionado con
la dificultad para cicatrizar Ulceras gastricas en condiciones de diabetes, por lo que la
inhibicibn de esta modificacion podria ser relevante en el tratamiento de estas
Ulceras®.

A través de estudios de western blot se comprobd la presencia del
AGE-argpirimidina®®, sin determinar con precision sobre qué residuo se formaba dicho
aducto. En experimentos posteriores, se verific6 por espectrometria de masas la
formacién del producto avanzado de glicacion MG-H1 en R132, con una consecuente
inhibicién de la actividad peroxidasa®®.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo general

En esta tesina de graduacion se plantea el estudio in silico de los efectos de la
fosforilacion en la T177 (T*177) y de la glicacion por MGO en la R132 por para formar
argpirimidina (R*132), tanto sobre la estructura proteica y propiedades de la Cp de
Prdx6.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Analizar cambios en la estructura y dinamica de hPrdx6 por fosforilacion

Como se mencion6 en la seccion 1.5, la fosforilacion en la T177 se encuentra
relacionada con un aumento de la actividad iPLA.. Para estudiar cambios estructurales
gue se vinculen con esto es necesario en primer lugar:

[0 Estudiar la dinamica del homodimero de hPrdx6 en solucion con la Cp oxidada
a sulfénico, con T177/T*177.

[l Caracterizar el estado molten globule mediante descriptores estructurales, y
obtener estructuras representativas de hPrdx6-SOH con T177/T*177.

[0 Realizar una comparacion de la estructura y dindmica de hPrdx6-SOH con
T177/T*177.

[0 Generar un complejo ligando-proteina en solucion entre el DPPC-hPrdx6-SOH
con T177/T*177, y estudiar el modo y energia de union.

2.2.2 Analizar cambios en la estructura y dinamica de hPrdx6 y propiedades de
la Cp por glicacion

Como se plantea en la seccion 1.5, la glicacion por MGO en la R132 se
relaciona con una inhibicién de la actividad peroxidasa. Para encontrar indicios del
origen de dicha inhibiciébn se busca estudiar cambios en la estructura atomica y/o
electrénica de la proteina y de la Cp. Para ello se plantea:

0 Estudiar la dindmica del homodimero de hPrdx6 en solucion con la Cp
reducida, en forma de tiolato, con R132/R*132.

[0 Obtener una estructura representativa para todos los sistemas, y realizar una
comparacion estructural de las mismas.

[l Determinar el pKa de la Cp de hPrdx6 utilizando simulaciones MD a pH
constante.

[0 Calcular la estructura electrénica de la Cp, y posterior analisis con los
indicadores cuanticos de nucleofilia y reactividad.
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3. METODOLOGIA
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3.1 Simulaciones de dinamica molecular convencional y acelerada

Para obtener estructuras representativas del homodimero de hPrdx6 en sus
diferentes estados (Cp-S/SH/SOH) y tras las modificaciones post-traduccion en
condiciones quasi-fisiolégicas se realizaron simulaciones de dinamica molecular
clasica con el campo de fuerza amber-ff99SB®, partiendo de estructuras
cristalograficas obtenidas del Protein Data Bank?"*°.

Como punto de partida para los estudios sobre los efectos de la fosforilacion se
considerd la estructura PDB ID = 1PRX?’ (Cp oxidada a -SOH, de aqui en mas también
representada como C*47). Debido a que en los diferentes estudios in vitro88%0
disponibles sobre la fosforilacion no se reporta haber realizado una etapa previa de
reducciéon de la Cp, es esperable que la misma se encuentre en estado oxidado a -
SOH, de ahi el motivo de elegir esta estructura como referencia. Los parametros de la
cisteina modificada a &cido sulfénico no disponibles en el campo de fuerza utilizado
fueron obtenidos a partir de datos bibliograficos®’. Para el residuo de treonina
fosforilado se usaron parametros especificos®? desarrollados en forma compatible con
el campo ff99SB.

También se estudié el efecto de la fosforilacién sobre la interaccién de la
proteina con el ligando DPPC. Para ello fue necesario determinar las estructuras de
los complejos! formado con la proteina oxidada con T177/T*177, describiendo al
ligando con parametros extraidos del campo de fuerza gafflipid®.

En los estudios sobre los efectos de la glicacién contemplando que la actividad
peroxidasa requiere que la Cp este reducida, se tom6 como estructura de partida la
cristalografia de la proteina reducida (PDB ID=5B6M)%°. EI AGE elegido fue la
argpirimidina, debido a que los resultados de espectrometria de masas de la R132
como MG-H1 nunca fueron publicados contrario a la deteccion de argpirimidina,
aungue sin determinar en qué posicién se forma el aducto. Esto podria ser un sesgo
respecto a lo observado experimentalmente. Para las simulaciones con R*132 fue
necesario parametrizar el residuo modificado de la siguiente forma:

1. La geometria de la argpirimidina terminada en los extremos N y C con grupos
N-metilamida y acetilo (ACE-APY-NME) se optimizé a nivel PM6% en vacio con
el paquete Gaussian 09%.

2. Se calcularon las cargas atémicas basadas en el potencial electrostatico
Merz-Singh-Kollman®°” con un célculo single point a nivel HF/6-31G(d)%%°, y
se utilizd el procedimiento RESP® médulo antechamber del paquete
AMBER16%%,

3. El resto de los pardmetros se obtuvieron a partir del campo de fuerza
generalizado de amber (gaff)'%2.

los parametros generados para el residuo modificado se encuentran disponibles en la
seccion 7.1 del anexo.

1 Se construy6 una primera aproximacion con docking molecular del DPPC con la estructura hPrdx6-SOH
con T177/T*177 utilizando AutoDock4.213%y AutoDockTools®®. Se us6 una grilla de 20x20x20 puntos con
un espaciado de 0.375 A, centrada en el oxigeno catalitico del D140 del sitio iPLA2. Se utiliz6 el algoritmo
Lamarckiano®3® utilizado una poblacién de 150 individuos y un nimero maximo de evaluaciones de
2.5x108.
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Para preparar cada sistema se utiliz6 el programa tleap de AMBER16%!, Se
agregaron atomos de hidrégenos faltantes y se considero el estado de protonacion de
los residuos ionizables segun su estado habitual a pH 7.4. Se agregaron iones K* para
neutralizar la carga del sistema y se solvaté con una caja octaédrica truncada de
moléculas de agua TIP3P!® extendida a hasta una distancia de 12 A desde la
proteina.

El protocolo de simulacion de dinamica molecular convencional (cMD) aplicado
fue el siguiente:

1. Relajacion de las moléculas de agua y iones con 2500 pasos [500 utilizando el
algoritmo steepest descent (SD) y 2000 pasos con gradiente conjugado (CG)]
manteniendo la proteina restringida con una constante de fuerza de 500 kcal
mol* A2 Para el célculo de las interacciones electrostaticas de largo alcance
se utilizé un cutoff de 8 A 'y el método de particle-mesh Ewald®.

Relajacion del sistema completo con 5000 pasos SD y 15000 CG.

Calentamiento gradual del sistema de 0 a 310 K por 100 ps en un ensemble
NVT utilizando el termostato de Langevin'® y una frecuencia de colision de 5
ps™.

4. Equilibracién de la densidad con una simulacion de 4 ns en ensemble NPT
(P =1atm; T = 310 K K). Los enlaces que involucran atomos de hidrégeno se
restringieron con el algoritmo SHAKE!%, permitiendo el uso de un tamafio de
paso de 2 fs para la integracién de las ecuaciones de movimiento.

5. La etapa de produccion se usé en un ensemble NVT utilizando el bardstato de
Berendsen??’, con tiempos variables segun el sistema, a saber: 100 ns para el
sistema hPrdx6-SOH con T177 y para los complejos de hPrdx6-DPPC -
aplicando en este Ultimo caso una restriccion de 200 kcal mol? A2 a la
distancia entre los atomos O de S32 en la proteina y P en el ligando- y 200 ns
para hPrdx6-SOH con T*177, hPrdx6-S" con R132/R*132 y hPrdx6-SH.

Para caracterizar los cambios conformacionales post-fosforilacién observados
en hPrdx6 (ver secciébn 1.5) se realizaron simulaciones de dinamica molecular
acelerada (aMD)%8, técnica desarrollada para explorar el espacio conformacional que
consiste en la adicion de un potencial de impulso no negativo AV(r) al potencial real
cuando es menor a una energia umbral, resultando en la disminucién de barreras
locales y permitiendo una evolucién mas rapida del sistemal®®,

A continuacién, se muestra la ecuacién que describe la forma del potencial
sesgado AV(r) cuando se utiliza el algoritmo dual boost, aplicando un impulso tanto al
potencial global de la proteina (EZ2E) como al potencial de los diedros (E53E,) ™.

(Epor—V(r))* (Egieq —Vdisdir))®

avin) = Spot+Epor—Vir)  edisd+Edied—Vdied(r] (1)
Los términos energéticos Epot y Edied se describen segun:
E‘;Eg = (Epoe) + fipge, CON Opge = al * Nppoms (2)
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donde <Epot> y <Edied> son las energias potenciales total y de diedro promedio,

obtenidas a partir de las simulaciones convencionales, Nresd ¥ Natoms SOn l0s nimeros
de residuos y atomos, y A el factor de aceleracién. Para este estudio se eligieron
valores estandar de al= 0.2 kcal mol! y b1= 3.5 kcal mol-! Se realizaron corridas de
300 ns utilizando como punto de partida las coordenadas finales de la simulacion cMD.

Como descriptor de convergencia de las simulaciones se utilizé el RMSD de los
Ca (del inglés ‘root mean square deviation’) adoptando el criterio de que oscilaciones
menores a 1 A corresponden a una simulacion convergida.

INgie
RMSD= |[=— (4)
*\I N

El RMSD se calcula respecto a una estructura de referencia que en todas las
simulaciones de esta tesina correspondi6 a las coordenadas finales de la simulacion.

3.2 Descriptores estructurales del estado molten globule

Buscando caracterizar el cambio conformacional a molten globule
experimentado tras la fosforilacion de hPrdx6 (ver seccién 1.5), se manejaron las
siguientes caracteristicas estructurales de dicho estado?®.

mantiene la mayor parte de la estructura secundaria

ausencia de estructura terciaria similar a la de la proteina nativa
estructura compacta y globular

sin desnaturalizacion térmica cooperativa.

oood

En base a estas -caracteristicas, se utilizaron diversos descriptores
estructurales generales que se presentan a continuacion.

3.2.1 Radio de giro

Como primer descriptor del estado molten globule se puede utilizar el radio de
giro (Ry), un descriptor del estado de compactacion de la proteina. Se sabe que el Rq
de la conformacion nativa es entre 20-30% menor al que corresponde a la
conformacién molten globule!!?, aunque también se han reportado casos en los que la
conformacién molten globule implica cambios menores!®!! pero significativamente
diferentes al Ry de la proteina nativa. El Rqse calcula mediante la siguiente formulal!?:

N .
R :Z{Ti _Rc}‘ )
g N
i=1

donde R representa las coordenadas del centro de masa y N el nimero de atomos
exceptuando los H. Al analizar una trayectoria de dindmica molecular, si la estructura
no presenta cambios conformacionales, el Ry de la misma no varia significativamente
durante la simulacién.
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3.2.2 Superficie accesible al solvente

Se estudié la evolucion del area superficial accesible al solvente (SASA)
calculada con el algoritmo LPCO implementado en el programa AMBER16!3. Una
conformacién molten globule presenta un core menos expuesto*#11> pero un valor de
SASA global igual o superior al que corresponde al estado nativo. Segun estudios
recientes®?8% |a intensidad de fluorescencia de hPrdx6 en el estado molten globule
disminuye, siendo este cambio atribuido a una mayor exposicion al solvente de los
residuos de triptéfanos (W33, W82 y W181). Debido a esto, el SASA de estos residuos
puede ser utilizado como un descriptor especifico del estado molten globule de
hPrdx6.

3.2.3 Porcentaje de a-hélice

La cuantificacion de la estructura secundaria se realiza en base a criterios del
DSSP!% (del inglés Dictionary of protein secondary structure), desarrollado por Kabsh
y Sander, que identifica caracteristicas geométricas y patrones de enlaces de
hidrégeno derivados de estructuras de cristalografia de rayos X.

Con este descriptor, es posible cuantificar el porcentaje total de a-hélice u otro
motivo secundario e identificar si hay o no una pérdida post-fosforilacién. Para
determinar el porcentaje total de a-hélice en la proteina se aplica el descriptor dssp a
toda la proteina, se suma el numero de residuos identificados como pertenecientes a
motivos a-hélice y se lo divide por el nimero total.

3.3 Andlisis de trayectoria por componentes principales para simulaciones aMD

Para obtener estructuras representativas a partir de las simulaciones realizadas
por aMD se realiz6 un andlisis de componentes principales, PCA (del inglés principal
component analysis), que es Uutil para caracterizar cambios estructurales en la
proteina.

La técnica busca reducir las dimensiones de un conjunto de variables
observadas a otro mas pequefio que logre retener toda la informacién de la variacion
presente en la muestra original*!”'®, Las nuevas variables, los componentes
principales, representan una combinacién lineal de las variables iniciales. El
fundamento tedrico de la técnica se describe en la seccion 7.2 del anexo. En este caso
las variables originales son las posiciones de los Ca de la proteina en cada estructura
de la simulacion de interés, previa eliminacion de los movimientos de rotacion y
traslacion. Se extrajeron 30 vectores propios y los correspondientes valores propios
que representan el peso estadistico de cada vector, determinando a partir de su suma
la variacion descripta con cada par de componentes principales. Se construyé un
mapa de frecuencia (heatmap) del cual se extraen las estructuras representativas para
las poblaciones de interés, a través de un método de cluster.

El PCA se llevé a cabo con el programa cpptraj del paquete AmberTools!?.
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3.4 Energia de unién ligando-proteina con MM/PB(GB)SA

El AG,,,.;s» entre el DPPC vy la proteina se calculé para los dos complejos
utilizando los métodos MM/PB(GB)SA'%12L 3 través de la siguiente igualdad:

AGyniam = {ﬁgcomﬁ!a}'o} - [{ﬁapramina} + {ﬁG:ng?‘!ﬂ'ﬂ}] (6)
donde (AG ompisjoh (AGurorsina! Y (AG1igands) rEPresentan la energia libre del complejo,
la proteina y el ligando respectivamente promediadas sobre un conjunto de estructuras
extraidas de las trayectorias de simulacién para representar el conjunto de estados
presentes a lo largo de las mismas. La energia libre G{X) para cada sistema X en cada
una de las estructuras extraidas de la trayectoria se obtiene a partir de un ciclo
termodinamico considerando a X en solucién y en fase gaseosa, donde se evalla la
energia libre segun la siguiente ecuacion:

G(X) = Vaane (X) + G20 (X) — TS(X) (7)

donde V. (X) es la energia total clasica obtenida en fase gaseosa, G..;(X) es la
energia de solvatacion total (términos electrostaticos y no electrostaticos) y 5{X) es la
entropia de la especie. La temperatura T coincide con la utilizada en la simulacion.

Para cada calculo de AG,,,.;s,, S€ evaluaron 200 estructuras tomadas cada 2 fs
de los ultimos 30 ns de produccion de la simulacién. A su vez para el calculo se utilizd
la aproximacién de trayectoria simple!?!, asumiendo que no existen cambios
estructurales en la proteina y el ligando al formar el complejo. Estos calculos se
llevaron a cabo con la utilidad MMPBSA.py del paquete AMBER16°?, utilizando las
constantes dieléctricas interior y exterior asignadas por defecto.

3.5 pKadela Cp en hPrdx6 con R132/R*132 por MD a pH constante

Uno de los indicadores elegidos para determinar los cambios que induce la
glicaciéon de hPrdx6 por MGO en R132 sobre propiedades de la Cp, s su pKa (ver
secciones 1.3 y 1.5). Para ello se realizaron simulaciones a pH constante (cpHMD)?!?2
de hPrdx6 con R132/R*132. Ambos sistemas se corrieron con el modelo implicito de
solvente de Born generalizado (GB). EI campo de fuerza utilizado fue amber-ff10
debido a que es compatible con este tipo de célculos. Desde la preparacion de la
proteina en solucion, pasando por la minimizaciéon hasta la equilibracion se sigui6 el
protocolo de la seccién 3.1. El sistema fue equilibrado en un ensemble NVT durante 1
ns, en el pH de interés a correr. Cada simulacion a diferente pH se realizé por 10 ns,
intentando cambiar el estado de protonacion de los residuos titulables cada 200 fs. De
las diferentes simulaciones se obtiene la fraccion de tiolato, fs-, segin cuantos frames
fue posible cambiar el estado de protonacion de la cisteina. Una vez obtenidos los
valores de fraccion de tiolato, se ajusta a la siguiente ecuacién para determinar el pKa
de la Cp:

PN ®)
5T 7T 1 410 (pEa-pH)

Dado que se conoce que esta metodologia predice correctamente el valor del
pKa de la cisteina en solucién, pero tiene dificultades para proporcionar buenas
estimaciones del valor absoluto del pKa,*® de residuos cisteina en contexto proteico, se
disefidé una estrategia para normalizar la prediccién explotando la presencia de una
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segunda cisteina (C92), la cual se encuentra completamente expuesta durante la
simulacién que también fue titulada en idénticas condiciones. Debido a que se simuld
el homodimero de la proteina, el valor de pKade la C92 utilizado para ajustar el pKa de
la C47 fue el promedio de ambos mondémeros. Una vez que se obtiene un factor de
conversion, como cociente entre el pK, de una cisteina libre y el pKa medido para C92,
se multiplica el pKa de la C47 por dicho factor y se obtiene un valor mas representativo
de esta propiedad.

Los valores de pH simulados para hPrdx6 con R132 fueron 3, 5, 6, 7, 8,
11,12,13 y 14 mientras que para hPrdx6 con R*132 fueron 2,5,7,8,11,12,13,14y 17.

3.6 Determinacion de la reactividad y nucleofilia de Cp con ONIOM: QM/MM

Para calcular reactividad y la nucleofilia de la Cp a partir de la simulacion cMD
desarrollada segun indicado en la seccién 3.1, se extrajo una estructura representativa
mediante analisis de cluster utilizando el algoritmo hieragglo y averagelinkage con la
herramienta cpptraj de AMBER16'°!. La determinaciéon de indicadores de reactividad
se llevé a cabo a través de célculos single point con el método ONIOM: QM/MM?*23
utilizando un embedding electrénico segun implementado en el programa
Gaussian09%. La region cuantica fue descrita a nivel B3LYP?4/6-31+G(d,p), las aguas
que se encontraban a mas de 12 A de la Cp fueron eliminadas, y el resto del sistema
se model6 a nivel clasico, utilizando el campo de fuerza amber-ff96!% para la proteina
y TIP3P!% para las moléculas de agua como estan implementados en el programa
Gaussian09. Previo al célculo se realiz6 una minimizacion del sistema de la misma
forma que se indic6 en el protocolo de la seccién 3.1. En cuanto a la definicion de la
region cudantica se trabajé con dos alternativas: una mas reducida incluyendo la
cadena lateral de la Cp hasta el enlace Ca-C, y otra mas amplia incluyendo también
aquellos residuos y moléculas de agua que por inspeccion visual aparecian en
interaccion directa con ella. En todos los casos, para el recorte de las regiones
cuanticas se calcularon cargas atémicas naturales (NPA)*26,

La reactividad comparada de la Cp en hPrdx6 R132 vs R*132 se caracterizé
mediante descriptores globales y locales dentro del marco de la teoria de los
funcionales de la densidad (DFT) conceptual*?’.

Descriptores globales:
[0 Dureza, (n), como indice de reactividad de la especie.
N = %2 (ELumo-EnHomo) (9)

Para utilizar este descriptor se utiliza se hace uso del teorema de Koopman, el
cual establece que para un sistema de capa cerrada la diferencia entre la
energia del orbital ocupado de mayor energia (HOMO) y el orbital virtual de
menor energia (LUMO) se aproxima a la primera energia de ionizacion.

[0 Nucleofilia asimilada en aproximacion de orden cero a través de la energia del
HOMO de Cp, (Exomo).
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Descriptores locales:

[0 Funcién de Fukui nucleofilica condensada sobre el atomo de azufre (f )8

como medida de la facilidad de reorganizar la densidad electronica de Cp una
vez que dona electrones al sustrato.

fo =qs(N)—gg(N—1) (10)
siendo gs(N) y g<(N —1) las cargas NPA del atomo de azufre del residuo de
cisteina evaluadas antes y después de la pérdida de un electron.

[0 Dureza local (n), indicador de la dureza localizada sobre un &tomo en particular
(&tomo de azufre en este caso).

n=n*f (11)

Todas las figuras fueron realizadas con los programas VMD 1.9.3'%° y
GaussView,
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. Estructura representativa de Prdx6-SOH en solucién

En linea con el primer objetivo de la seccion 2.2.1, se simulé en primer lugar el
homodimero de hPrdx6 con Cp-SOH en ambos mondmeros en solucion (a partir de
ahora denominada Prdx6-SOH). En la figura 9 muestra la evolucién del RMSD
calculado sobre las posiciones de los Ca. Los primeros 100 ns corresponden a la
simulacién cMD, mientras que los 300 ns finales corresponden a la aMD (siendo esta
dltima la produccion utilizada para hacer todos los analisis posteriores).

8 PRDX6-SOH
. 6 .
< .
D . [ ]
x A
2 .
L]
1 cMD . aMD
0 _‘ V: < >
L) T T Y T T L] I L L L I L L L I
0 100 200 300 400

Tiempo de simulacion (ns)
Figura 9. Evolucién del RMSD de Ca en el homodimero de Prdx6-SOH respecto al primer frame.

Un valor de RMSD alto indica que durante la simulacion la estructura se aparta,
en promedio, de forma considerable de la estructura de referencia. Es importante tener
en cuenta que las simulaciones aMD suelen dar valores altos de RMSD debido al
AV(r) afadido a los diedros de la proteina, lo que aumenta la flexibilidad de las zonas
que intrinsecamente son flexibles, como los loops. Utilizando el RMSD como
descriptor de convergencia, como se describié en la seccion 3.1, se observa que a
partir de los 225 ns se alcanza la misma.

Para determinar si la proteina adopta diferentes conformaciones durante la
simulacién, se realizé el PCA segln se indica en la seccién 3.3. En la figura 10 se
muestran un mapa construido usando los dos primeros PC, que recuperan un 51% de
la varianza original de la muestra. En el PCA se observan 3 poblaciones (identificadas
en la figura 10 con los niumeros 1, 2 y 3), donde la poblacién con mayor frecuencia es
la n°l. Para visualizar las diferencias estructurales entre las tres poblaciones, se
muestran en la figura 11 las estructuras representativas correspondientes.

A primera vista, todas las estructuras representativas lucen similares, siendo la
correspondiente a la poblaciéon n°l la mas parecida a la cristalografica, en forma
consistente con la proyeccién de la cristalografia en esta poblacion (coordenadas 42:
-2 en el mapa de la figura 10). Sin embargo, un examen mas detallado revela que hay
dos cambios estructurales relevantes que se acentlan progresivamente al pasar de la
poblacién n°1 a la n°2 y a la n°3. El primero corresponde a una diferencia a nivel de la
interfaz entre mondmeros respecto a la estructura cristalogréfica, donde se observa un
giro que llega a ~90° en la poblacion n°3. El segundo corresponde a un
desplegamiento de la hélice a2 de un monomero.
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Figura 10. Mapa de frecuencia resultante del andlisis de componentes principales PC1 vs PC2 de
Prdx6-SOH. Los nameros 1, 2 y 3 sobre el mapa corresponden a las diferentes poblaciones observadas.
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Figura 11. Estructuras representativas de las tres poblaciones localizadas en el mapa de la figura 10. En
azul se representa el mondmero n°1y en rojo se representa el monémero n°2. (A) Poblacion n°1. (B)
Poblacion n°2. (C) Poblacion n°3.
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Para realizar un seguimiento cuantitativo del giro en la interfaz entre los
mondémeros que diferencia las estructuras de las tres poblaciones, se midié la
evolucion del diedro formado por los Ca de 4 residuos clave (L145 y L148 en cada
mondémero) de dicha interfaz que es hidrofébica®® (figura 12). En los primeros 10 ns de
aMD hay un cambio marcado, del orden de 50° en este diedro, y después de los
primeros 100 ns este cambio se acentla hasta una diferencia de 90°. Se presume que
un cambio de esta indole alteraria de forma significativa la estabilidad del dimero.

PRDX6-SOH

)

Diedro interfaz

' | : | ' | ; | ' | ; |
0 50 100 150 200 250 300
Tiempo de simulacion (ns)
Figura 12. Fluctuacion del diedro de los 4 residuos claves de la interfaz entre mondémeros de la

Prdx6-SOH. En azul evolucién de los valores, y en rojo promedios calculados cada 1000 frames
contiguos.

Segun se menciond en la seccion 1.3 de este trabajo, la evidencia experimental
pareceria indicar que la glutationilacion en la Cp actuaria como interruptor del estado
de oligomerizacion de las Prdx 1-Cys®. En el caso especifico de hPrdx6 se plantea
que la oxidacion de la Cp a -SOH seria quien activa este interruptor del estado de
oligomerizaciéon favoreciendo la forma monomérica, lo que facilitaria a su vez la
formacion del heterodimero de hPrdx6 con nGST participante en el ciclo catalitico®.
Debido a que se sabe el estado de oligomerizaciébn no afecta la actividad iPLA; de
hPrdx6%°, este giro de ~50° en la interfaz no afectaria la viabilidad del objetivo de
estudiar el efecto de la fosforilacion sobre dicha actividad.

En cuanto al segundo cambio estructural relevante entre las poblaciones n°2 y
n°3 (el desplegamiento parcial de la hélice a2 de un mondémero, regiéon que contiene
los residuos conservados del sitio activo peroxidasa, T44 y C*47), el mismo se aprecia
en la figura 13 para las estructuras representativas de las tres poblaciones. Este
cambio redunda en un acercamiento de la T177 de un mondmero a la C*47 del otro.

Para seguir este cambio se midi6 la evolucion de estructura secundaria de los
residuos conservados (H36, T44 y C47) utilizando la biblioteca de descriptores dssp
como se observa en la figura 14.
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Figura 13. Estructura secundaria y terciaria y residuos conservados (representacion en bolas y varillas)
en el entorno del sitio peroxidasa del segundo mondmero de las estructuras representativas de la figura

11. (A) Poblacién n°1. (B) Poblacion n°2. (C) Poblacion n°3.
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Figura 14. Evolucion temporal a lo largo de 300 ns de aMD de la estructura secundaria en el entorno de

la Cp-SOH de cada monémero. (A) Monémero 1. (B) Mondmero 2.
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A partir de la figura 14 se observa que el comportamiento entre los monémeros
luego de 140 ns se diferencia. En particular, el monémero 2 (figura 14(B)) muestra el
despliegue de la hélice a2, en forma similar a la transicion FF— LU reportada para
Prdx 2-Cys. Sin embargo, hasta el momento no se ha encontrado evidencia de que
esta transicion ocurra en las peroxirredoxinas 1-Cys. La disminucién de barreras
locales resultante de la aMD podria permitir que la simulacién evolucione hacia
estructuras sin un sentido fisiolégico real. Teniendo en cuenta esto, para posterior
analisis se considera aqui Unicamente a la estructura representativa de la poblacion
n°1 obtenida a partir del PCA, que es la poblacién con mayor frecuencia y conserva la
hélice a2 requerida para la accion fisioldgica.

A partir del RMSF (del inglés root mean square fluctuation), un descriptor (til
para identificar regiones de una proteina con mayor o menor flexibilidad, se analiza
este atributo de cada uno de los monémeros para todas las estructuras que integran la
poblacion n°1.

84  PRDX6-SOH (A)

RMSF (A)

| ! | ! | : | ' | ' | ' | ! | J
0 25 50 75 100 125 150 175 200

Numero de residuo

84 PRDX6-SOH (B)

RMSF (A)
N
|

- [ T [ * [ % [T [ T [T T T 1
0 25 50 75 100 125 150 175 200
Numero de residuo

Figura 15. RMSF de la proteina nativa en estado oxidado. (A) Monémero 1. (B) Mondmero 2.

De la figura 15 se puede observar que la estructura en el entorno de los
residuos de ambos sitios cataliticos (H26, S32 y D140 para el sitio iPLA; y H39, T44,
C47 y R132 para el sitio peroxidasa) presentan baja flexibilidad, en el orden de 0.5 A,
lo cual es consistente con el hecho que los sitios cataliticos suelen ser estructurados.

La mayor flexibilidad se encuentra en la region C-terminal de la proteina donde
se encuentra la T177, que aparece muy enterrada en la estructura cristalografica de
partida 1PRX. Esto coincide con cuanto se reporté a partir de estudios de la proteina
reducida en solucién abordados por medio de zero-lenght chemical cross-linking®®, que
sugieren que dicha regién presenta grandes cambios respecto a la estructura
cristalografica y que la flexibilidad de la region C-terminal podria ayudar a la plasticidad
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de la enzima. El residuo T177 esta mas expuesto en solucion respecto a la
cristalografia®®, de esta forma puede fosforilarse por la MAPK, como se ha reportado in
vitro®. Tal como se muestra en la figura 16, la exposicion de la T177 en la estructura
es superior, en consistencia con la evidencia experimental.

Mondmero 1 Mondmero 2

Figura 16. Comparacion del grado de exposicion de la T177 (en verde) por monémero en Prdx6-SOH:
estructura cristalina (arriba) vs estructura extraida de la simulacién aMD (abajo). (A) y (B) monoémeros en
el cristal 1PRX. (C) y (D) monémeros en la estructura representativa.
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4.2. Caracterizacion de la estructura tipo molten-globule de pPrdx6-SOH

Continuando con los objetivos especificos planteados en la seccién 2.2.1, se
busca en esta seccidn caracterizar una estructura representativa de hPrdx6 fosforilada
en T177 (T*177), verificando con los diversos descriptores estructurales planteados en
la seccion 3.2 si adopta una conformacion tipo molten globule. En la figura 17 se
muestra el RMSD de los Ca de la simulacién de la proteina fosforilada (a partir de
ahora pPrdx6-SOH). Los primeros 200 ns corresponden a la simulacion cMD, mientras
que los 300 ns finales corresponden a la aMD (siendo esta Ultima la produccién
utilizada para hacer todos los analisis posteriores).
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Figura 17. Evolucién del RMSD de Ca en el homodimero de pPrdx6-SOH respecto al primer frame.

En forma analoga a lo observado para Prdx6-SOH en la figura 9, la aceleracion
induce un aumento en el valor neto de RMSD, aunque una vez fosforilada la proteina
homodimérica presenta variaciones muy abruptas que podrian coincidir con la
exploracion de nuevas conformaciones. Utilizando el criterio de convergencia
establecido en la seccion 3.1, en la figura 17 se observa que a partir de 350 ns la
simulaciéon converge. Una vez que se tiene la simulacion convergida, es necesario
verificar si la estructura de pPrdx6-SOH es tipo molten globule.

En la figura 18 se compara la distribucion de valores del radio de giro de la
proteina (Ry) en el estado nativo y fosforilado junto a la evolucién temporal de la
diferencia del Rq de la proteina fosforilada respecto a la media del Ry correspondiente a
la nativa. Mientras que en la figura 18(A) se aprecia que Prdx6-SOH presenta un nico
méaximo de Ry con un valor de ~23.0 A (similar al valor que presentan ambas proteinas
previo a aplicar la aceleracion), pPrdx6-SOH muestra una distribucion mucho mas
dispersa que se extiende desde ~22.5 A hasta ~24.0 A. Esto indica que la proteina
fosforilada no presenta un Unico estado de compactacion, sino que a lo largo de la
simulacién paso por estados de mayor y menor compactacion.

A partir de la figura 18(B) se ve que el valor del Ry de pPrdx6-SOH es mayor
durante ~70% de la simulacion. Existe un intervalo entre 150 ns y 225 ns en el que el
grado de compactacion de la proteina fosforilada resulta ser superior al de la nativa,
volviendo luego a un estado mas desplegado.

En suma, este comportamiento indicaria que pPrdx6-SOH presenta una
estructura terciaria con mayor grado de desorden respecto a Prdx6-SOH ya que
fluctba entre diferentes estados de compactacion. La pérdida significativa de estructura
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terciaria es una de las caracteristicas del estado molten globule!®, por lo cual esta es
una primera evidencia en el camino a confirmar que la fosforilacién provoca ese tipo
de cambio conformacional. El mayor valor de Ry se alcanza para la proteina fosforilada
hacia el final de la simulacién, representando un aumento de 4.4% respecto a
Prdx6-SOH. Estos cambios significativos en el Ry post-fosforilacidn son consistentes
con el aumento de Rq reportado para algunas estructuras caracterizadas como molten
globule sin llegar al entorno del 20%%9111,
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Figura 18. Radio de giro de la Prdx6-SOH. (A) Histograma de frecuencia del radio de giro a lo largo de la
aMD. (B) Evolucién del radio de giro de la pPrdx6-SOH normalizado por la media del radio de giro de
Prdx6-SOH.

En la figura 19, se muestra la comparacion del SASA total (arriba) y por
monodmero (abajo) antes y después de fosforilar, en negro y rojo respectivamente. De
forma contraria a lo que se espera para proteinas que cambian a una conformacién
molten globule?, en el caso de pPrdx6-SOH se ve una ligera disminucién en el area
global del homodimero expuesta al solvente respecto a Prdx6-SOH.

Debido a que el SASA de la proteina cuantifica su superficie total, la estructura
cuaternaria que adopta el homodimero juega un rol importante en su definicién. En la
figura 19(B) se muestra la variacion de SASA de cada mondmero por separado. Alli se
ve que los residuos del segundo monémero se encuentran mas expuestos que los del
primero, y muestran mayor diferencia entre el estado nativo y fosforilado, donde se
reduce el area expuesta.

2 | a pérdida parcial o total de estructura terciaria deberia aumentar la superficie expuesta al solvente de
los residuos internos de la proteina.
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Figura 19. Comparacion del SASA de Prdx6-SOH en su estado nativo y fosforilado global (A) y por
monomero (B) y (C).

Este descriptor pareceria indicar que como resultado de la fosforilacion no hay
en Prdx6-SOH un aumento del niumero de residuos internos expuestos al solvente.
Teniendo en cuenta que previamente se observé un aumento significativo en el valor
de Ry asociado a la fosforilacion de esta proteina que no conlleva un aumento de
SASA, se podria explicar estas observaciones hipotetizando que hay zonas de la
proteina expuestas en el estado nativo que pierden su estructura secundaria y/o
terciaria, induciendo un aumento del Ry, pero no del SASA global de la proteina.

Hasta aqui se verifica que la proteina sufre un cambio de conformacién
post-fosforilacion. Para verificar si el mismo corresponde al tipo molten globule se
utilizaron indicadores mas especificos reportados para Prdx6-SOH8!, Debido a que
la disminucién en la intensidad de fluorescencia intrinseca (IFI) de la proteina se
asocia a una mayor exposicién de los residuos triptéfanos de su estructura, y se
menciond en la seccion 1.5 que Prdx6-SOH disminuye su IFI al fosforilarse, se
esperaria que el SASA de los tres residuos triptéfanos de pPrdx6-SOH (W33, W82 y
W181), mostrado en la figura 20 por monémero y residuo, aumente.

Una primera conclusion que se extrae de dicha figura es que la exposicion de
W33, W82 y W181 es asimétrica entre mondmeros, y dicha asimetria se acentla tras
fosforilar. Una correcta comparaciéon entre la exposicion de los diferentes triptéfanos
en la proteina nativa y fosforilada requiere usar el valor medio del SASA que los
mismos presentan respecto a un valor de referencia (Tabla 1). Teniendo en cuenta
que W33 y W82 se encuentran en una a-hélice de hPrdx6 y W181 en un motivo
random coil, se tomd como valores de referencia la exposicion media al solvente de
residuos triptéfano extraidas de una base de datos'® y presentes en diferentes
estructuras secundarias representativas de las anteriores.
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Figura 20. Exposicién al solvente de los residuos triptéfano. (A) y (B) W33 del monémero 1y 2. (C) W82
del mondémero 1. (D) W82 del monémero 2. (E) W181 del monémero 1. (F) W181 del mondémero 2.

Tabla 1. Superficie expuesta al solvente (en A?) de los residuos de triptéfano (W).

Prdx6-SOH pPrdx6-SOH Media
Residuo Mon1/Mon2 Mon1/Mon2 representativa
W33 28125 45/ 23 25
w82 22142 45/ 28 25
w181 36/41 85+150/39+43 41

Nota: los valores en las columnas 2 y 3 son extraidos de los maximos de la figura 20; en el caso de W181 para cada
monomero de la proteina fosforilada se hallaron dos maximos.

De los valores presentes en la Tabla 1 se desprende que la fosforilacion
causa aumentos significativos en el valor de la SASA de los tres residuos de tript6fano
del monémero 1 y de W82 del monémero 2. En el experimento in vitro® no se
determind la contribucion por monémero a la disminucién en IFI sino el promedio entre
ambos mondmeros; por consistencia se estudié aqui el promedio de los maximos. En
base a ello se determina que mientras Prdx6-SOH se aleja menos de los valores
medios tabulados (6 % para W33/W181; 12 % para W82), pPrdx6-SOH lo hace en
mayor medida (27 % para W33, 32 % para W82 y 48 % para W181). Por lo tanto, el
cambio conformacional post-fosforilacion seguido por simulaciones aMD es
consistente con lo reportado (ver seccion 1.5) en cuanto a la disminucién de la IFI.

Siguiendo con los cambios mencionados en la seccion 1.5, se estudia el
efecto de la fosforilacion sobre la estructura secundaria de la proteina usando
descriptores dssp, descritos en la seccion 3.3.2. El contenido de la Tabla 2 muestra
que la estructura secundaria de pPrdx6-SOH va en el mismo sentido que lo reportado
experimentalmente, una pequefia pérdida que coincide con los cambios observados
hacia una estructura molten globule, caracterizada por una pérdida de estructura
terciaria.
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Tabla 2. Efecto de la fosforilacion sobre el porcentaje de a-hélice en la estructura
experimental y simulada

Prdx6-SOH pPrdx6-SOH
Valor experimental 28.9 21.7
Simulacién aMD 28.8 25.6

El valor de porcentaje de a-hélice presente en la estructura secundaria de
Prdx6-SOH es proximo al valor de referencia, apartandose tan solo en 0.1 %. En la
seccion 4.1 se vio que la interfaz de la proteina oxidada en solucién se ve alterada de
forma significativa respecto a la cristalografia (figuras 11 y 12), sin embargo, la
estructura secundaria de Prdx6-SOH no se altera durante la simulacion. Esto es
consistente con la hipétesis de que la oxidacién en la Cp lleva a la disociacion del
dimero sin pérdida del plegamiento tipo tiorredoxina.

En base a la serie de descriptores usada, la estructura estable obtenida en
solucién para la proteina fosforilada presenta cambios estructurales que se condicen
con cuanto se ha reportado experimentalmente y a su vez con la hipétesis de que la
fosforilacion de la proteina induce la transicién a una conformacion tipo molten globule.

Para determinar los cambios asociados a esta PTM respecto a la proteina en
estado nativo en solucién, se obtuvo una estructura representativa de pPrdx6-SOH
mediante un andlisis PCA siguiendo un procedimiento analogo al usado en la seccion
4.1. En la figura 21 se observa el mapa de frecuencia generado a partir de los dos
primeros PC (PC1y PC2), que recuperan 56% de la varianza de la muestra original.
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Figura 21. Mapa de frecuencia resultante del analisis de componentes principales PC1 vs PC2 de
pPrdx6-SOH. Las etiquetas 1 (1.1, 1.2, 1.3, 1.4) y 2 regiones mas pobladas del mapa corresponden a las
diferentes poblaciones observadas.

A partir del PCA se determina que existen dos poblaciones principales bien
diferenciadas en su localizacion sobre el eje horizontal correspondiente a PC1. La
primera poblacion engloba a su vez cuatro estados diferentes, identificados en la figura
21 como 1.1, 1.2, 1.3y 1.4. Para apreciar las diferencias estructurales existentes entre
esas cinco poblaciones, en la figura 23 se muestran estructuras representativas de
cada una de ellas.
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Figura 22. Estructuras representativas de las cinco poblaciones localizadas en el mapa de la figura 21. En
azul y rojo se representan los monémeros 1y 2, respectivamente. (A) Poblacién 1.1 (B) Poblacion 1.2 (C)
Poblacion 1.3. (D) Poblacion 1.4 (E) Poblacion 2.
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La estructura representativa de la poblacién 2, mostrada en la figura 24(E) se
diferencia de las cuatro variantes de la poblacién 1 (y también de la estructura
cristalogréafica) en su region C-terminal, que se altera en forma significativa, perdiendo
casi por completo su estructura secundaria y terciaria.

Entre los cuatro estados diferentes de la poblacion 1 se engloba la evolucion de
la estructura durante la simulacion aMD hasta alcanzar la conformacién molten
globule. Las estructuras de la poblacion 1.1 son mas semejantes a la estructura
cristalogréfica, que se proyecta dentro de dicha poblacién (PC1: 17; PC2: -19).

Los cambios observados en la simulacion de la dinamica de la proteina, desde
la estructura cristalogréfica hasta la conformacion molten globule, ocurren de forma
paulatina. En primera instancia cambia la orientacion del dominio C-terminal del
mondmero 1, representado en rojo en las figuras 23(A-E). En simultdneo ocurre el giro
en la interfaz del dimero, cuya evolucion se sigue en forma cuantitativa (figura 24) a
través del angulo diedro formado por los Ca de los residuos L145 y L148 de cada uno
de los mondmeros, al igual que se realizd en la seccion 4.1 para la proteina sin
fosforilar. Este cambio se encuentra relacionado al estado redox de la cisteina
catalitica (C47), tal como se discutié previamente. Una vez transcurrido el giro de la
interfaz del dimero, la region C-terminal del primer monémero comienza a
desordenarse de forma masiva. La region C-terminal del segundo mondmero,
representado en azul en las figuras 23(A-E), también se ve alterada. En ninguna
estructura se observa el desplegamiento parcial de la hélice a2, que fuera observado
para la proteina nativa en solucion de referencia.
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Figura 23. Evolucion temporal del &ngulo diedro definido por los Ca de los 4 residuos clave de la interfaz
entre mondmeros para la pPrdx6-SOH. En azul se aprecia la fluctuacion valor a valor; en rojo los
promedios calculados cada 1000 frames contiguos.

De acuerdo con estas estructuras representativas, la poblacién 2 del PCA
recoge los estados que presentan mayores cambios en estructura secundaria y
terciaria de la proteina, representando el estado molten globule de pPrdx6-SOH. Una
vez que identificada la poblacion que corresponde a este estado, se determind su
flexibilidad por residuo a través del RMSF (figura 24), de la misma forma que se realizé
en la seccion anterior para la proteina sin fosforilar.
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Figura 24. RMSF por residuo de la proteina nativa en estado oxidado con la T*177 fosforilada. (A)
Monémero 1. (B) Mondmero 2.

Tras introducir la PTM por fosforilacion, fuera de la region C-terminal, la
proteina parece tener sus residuos dispuestos en forma muy poco flexible,
contrariamente a lo que se esperaria para una conformacién molten globule. A lo largo
de la seccion 4.1 y 4.2 se determiné que la fosforilaciébn y la disociacion del
homodimero influyen sobre la estructura secundaria y cuaternaria de la proteina,
respectivamente, pero en ningin momento se evidencia una pérdida significativa del
plegamiento tipo tiorredoxina caracteristico de las Prdx. Por ejemplo, la hoja 6 (donde
se encuentra el residuo conservado de arginina, ver seccién 1.4) se mantiene
estructurada durante 84% y 87% de la simulacion aMD para Prdx6-SOH vy
pPrdx6-SOH, respectivamente. No hay un aumento importante en la flexibilidad global
de la proteina, exceptuando la regiéon C-terminal, sefial de que la proteina mantiene el
plegamiento estructurado requerido para su funcion peroxidasa. En la seccién 7.3 del
Anexo se presentan datos de evolucién del porcentaje de presencia de los motivos de
estructura secundaria del plegamiento tiorredoxina a lo largo de la simulacion.
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4.3. Comparacién estructural entre pPrdx6-SOH y Prdx6-SOH

En la seccibn 4.1 y 4.2 se obtuvieron estructuras representativas de
Prdx6-SOH en solucion en su estado nativo y fosforilado, respectivamente,
caracterizando la evolucion hacia un estado molten globule. Para el analisis
comparativo que sigue, se consideraron todas las estructuras extraidas de los PCA.
En la figura 25 se aprecian las caracteristicas estructurales globales de ambos
homodimeros, recordando que se intenta vincular el aumento de actividad iPLA:
observado tras la fosforilacion con cambios en la estructura proteica y su dinamica,
detalladas a nivel atomico.

(D)

Figura 25. Dos vistas de la estructura representativa de Prdx6-SOH en su estado nativo (arriba, ‘(A) y (B))
y fosforilado (abajo, (C) y (D)).

Las diferencias mas significativas entre ambas estructuras ocurren a nivel de la
region C-terminal de ambos mondémeros. En el primer monémero de la proteina
fosforilada, representado en rojo en la figura 25 (C-D), hay una pérdida de estructura
secundaria en las hojas B9 y f10 y una disminucion en la hélice a6. Estas estructuras
secundarias son adicionales al pliegue tipo tiorredoxina?’?® (el cual se mantiene en
ambas estructuras, como se mencion6 en la seccién anterior) por lo que pese a su
pérdida, la enzima podria seguir funcionando como una peroxidasa. En el segundo
monoémero, representado en azul en la figura 25 (C-D), también hay una reduccion de
estos motivos, aunque no desaparecen completamente. Estos cambios podrian
explicarse por modificaciones drasticas en el entorno de la T177 cuando la misma se
encuentra fosforilada. Para comprobarlo se examiné en mayor detalle el microentorno
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de este residuo en la proteina nativa y tras su modificacion PTM por fosforilacion
(figura 26).

Prdx6-SOH pPrdx6-SOH

A

(A)

V179

(&)

T177

-_—

Figura 26. Estructura secundaria y terciaria y residuos que interaccionan con la T177 (representacion en
bolas y varillas) de ambos monémeros en la proteina nativa (izquierda) y fosforilada (derecha). (A) y (B)
corresponden al primer monoémero; (C) y (D) al segundo monémero.

Un andlisis de la persistencia (ocupacion) de las interacciones en la red de
enlace de hidrogeno (EdH) de T177 durante la simulacion aMD de cada sistema
muestra que en la proteina nativa T177 actia como donante de H hacia residuos
diferentes® durante ~35% de la simulaciéon en el primer monémero y ~37% en el
segundo, por lo que la red de EdH en dicha regibn no presenta diferencias
significativas entre monémeros.

Una vez fosforilada, la T*177 se transforma en aceptora de EdH mediante el
grupo fosfato, preferentemente en interaccion con residuos cargados positivamente,
presentando ademas interacciones puramente electrostaticas. En la figura 26 y en la
Tabla 3 se aprecian y cuantifican caracteristicas de las interacciones de T*177 en
ambos monomeros que ponen en evidencia que la red de EdH que estabiliza al grupo
fosfato incorporado varia entre monémeros.

Tabla 3. Porcentaje de ocupacion de EdH en el entorno de T*177 en pPrdx6-SOH.

Mondémero R64 T152 T153 R162 K174 V176
Monl 100 0 0 1 11 3
Mon2 0 58 66 84 76 0

3 En la figura 26 la T177 del monémero 1 de la proteina nativa se muestra cercana a la V179, aungue el
andlisis de ocupacion de enlace de hidrégeno sefiala que la interaccién no es significativa, ya que esta
presente en ~1% de la simulacién.
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En el caso del monémero 1 de pPrdx6-SOH, tal como se aprecia en la figura
26(B) y en la Tabla 3, la interaccibn de EdH con mayor ocupacion durante la
simulacién ocurre entre la R64 y el grupo fosfato de la T*177. En el monémero 2, son
otros cuatro los residuos con capacidad de estabilizar a T177-PO4%. Estos 5 residuos
(R64, T152, T153, R162 y K174) pueden estabilizar a la T*177 con diferente fuerza,
reflejada en el porcentaje de ocupacion de EdH durante la simulacion, siendo por lejos
la interaccion con la R64 la de mayor persistencia y, por tanto, la de mayor fuerza.
Tanto R162 como K174 pueden formar puentes salinos con T*177, relevantes en la
estabilizacion de grupos fosfato en proteinas!®2. En la estructura cristalografica 1PRX
el residuo R64 se encuentra bastante alejado de la T177 (distancia entre sus Ca de
~15 A), mientras que los otros cuatro residuos se encuentran proximos. Para que la
R64 pueda interaccionar con la T177 se requiere que la regién C-terminal pierda su
estructura, ya que entre estos dos residuos se encuentra la hélice a5 que impide su
interaccion.

La necesidad de estabilizar al fosfato incorporado podria ser responsable de los
cambios estructurales que se observan en la proteina post-fosforilaciéon. También es
importante analizar como se ve afectado el sitio activo iPLA; en la variante fosforilada
respecto a la forma nativa para encontrar, de ser posible, indicios que permitan
correlacionar los cambios estructurales y dinamicos que esta PTM introduce con el
aumento reportado sobre la AE iPLA,. En la figura 27 se observa el detalle del sitio
iPLA. de cada mondmero para la proteina nativa y fosforilada.

Prdx6-SOH pPrdx6-SOH

A
v
v

Figura 27. Estructura secundaria y terciaria y residuos conservados (represenfacién en bolas y varillas)

en el entorno del sitio iPLA2 de ambos monomeros en la proteina nativa y fosforilada. (A) y (B)
corresponden al primer monoémero. (C) y (D) al segundo monémero.
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El posicionamiento de los residuos cataliticos en el sitio activo iPLA; no
presenta diferencias significativas entre Prdx6-SOH y pPrdx6-SOH (figura 27). Para
determinar si existen cambios a nivel de la dindmica del sitio activo se analizo la
evolucién de su superficie a lo largo de la simulacion aMD. Como el sitio se encuentra
muy expuesto, se tomé el area entre los Ca de los residuos de la triada catalitica iPLA:
como descriptor (ver antecedentes en la seccion 1.4): H26-S32-D140 calculada a
través de la formula de Heroén:

Area = [s(s—a)(5—b)(s —¢) (25)

donde s representa el semi-perimetro del triAngulo definido por las posiciones de los
Ca de los residuos y a, b y c las distancias entre ellos. En la figura 28 se ve que el
area de apertura del sitio iPLA; vale ~40 A2 en ambos monomeros de la proteina
fosforilada, mientras que en la proteina nativa difiere entre monémeros, valiendo ~35
A%y 50 A?, respectivamente. Estos valores son superiores a los observados en otras
fosfolipasas, en las que el mismo parametro se halla en el entorno de 16 A2133.134,
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Figura 28. Apertura del sitio iPLA2 para Prdx6 nativa (en negro) y fosforilada (en rojo).
(A) Monoémero 1. (B) Monémero 2.

Asi, se podria considerar que la fosforilacién lleva a igualar la apertura en los
mondmeros a un valor cercano al de la apertura del primer monémero de Prdx6-SOH.
Uno de los principales sustratos de la Prdx6 es el fosfolipido DPPC, ligando grande,
cuyo canal de entrada al sitio activo deberia satisfacer un compromiso en el grado de
apertura tal que sea suficientemente grande para permitir el ingreso al sitio activo y a
la vez suficientemente pequefio para mantener el sitio activo estructurado en la
arquitectura proteica requerida para que ocurra la catalisis.

Por otra parte, los cambios estructurales asociados a la fosforilacion podrian
repercutir individualmente sobre los residuos centrales para la catalisis. Por ejemplo,
se ha reportado que el residuo H26 es clave para la unién del DPPC al sitio activo®®,
detectar cambios en su exposicion al solvente podria contribuir a entender mejor el rol
que este residuo cumple en la unién de la proteina a micelas y a DPPC y por qué su
mutacion lleva a la pérdida total de la actividad iPLA%®.
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Para evaluar el grado de exposicion del residuo H26 se compard su valor de
SASA en cada monoémero de la proteina con el correspondiente al residuo de histidina
en el tripéptido G-H-G, donde se lo considera completamente expuesto al solvente®??,
Con porcentajes de exposicion en el intervalo 0-25% se considera al residuo interno,
entre 25-50% se considera intermedio y entre 50-100% externo. Los valores recogidos
en la Tabla 4 muestran que la fosforilacion lleva a igualar la exposicion de H26 entre
monomero, que en todos los casos se encuentra en un estado de exposicion
intermedio. Este nivel de exposicién podria facilitar la union inicial del DPPC desde el
solvente y una vez que unido como ligando a la proteina, podria internalizarse y
estabilizar dicha union.

Tabla 4. Porcentaje de exposicion al solvente de la H26 en cada monémero de hPrdx6
nativa y fosforilada.

Mondmero Prdx6-SOH pPrdx6-SOH
Mon1l 41 31
Mon2 29 31

Se analizé también la distribucion de la distancia entre los Co de los residuos
cataliticos®® S32 y D140 (figura 29) como tercer descriptor de posibles efectos
estructurales de la fosforilacion sobre del sitio iPLA;, ante la hipdtesis que un
acortamiento en su separacion podria tener incidencia sobre la eficacia de la catalisis.
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Figura 29. Distancia de los residuos cataliticos S32 y D140 para Prdx6 nativa (en negro) y fosforilada (en
rojo). Monémeros 1 (A) y 2 (B).

Se aprecia que la fosforilacion causa un acercamiento de ~4 A para el primer
mondmero, mientras que para el segundo mondémero la disminucién de la distancia es
mucho menos pronunciada. Debido a que aun se desconoce el mecanismo catalitico,
es dificil determinar si este acercamiento alcanzaria a tener reflejo en un aumento en
la actividad iPLA.. La orientacion relativa entre estos dos residuos tampoco parece ser
adecuada para la catdlisis, sin embargo, la union del ligando podria promover
determinados cambios en el sitio activo que permitiera que ocurra la catdlisis.
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4.4. Complejos Prdx6-DPPC: andlisis estructural y calculo de AG de unién

Entre los antecedentes disponibles en la bibliografia del campo se ha
documentado que cuando Prdx6a se fosforila, aumenta su afinidad hacia liposomas,
disminuyendo por consiguiente la constante de disociacion correspondiente (Kd) que
pasa de un valor Kd =249 + 45 uM a Kd = 5.6 = 1.2 uM®.. A partir de la relacion
existente entre la energia libre de unién ligando-proteina (AGunisn) Y la Kd que se
muestra en la expresion (12)

AG = RTIn(Kd) (12)

es posible derivar el valor de AGunien y calcular el A(AGunisn) como diferencia entre la
proteina en estado nativo y fosforilado. Una disminucién en el valor de la Kd lleva a la
disminucion del valor de AGunisn, Sin embargo, siendo la relacion entre ambas
magnitudes logaritmica, un cambio en la Kd de un orden de magnitud se traduce bajo
idénticas condiciones de trabajo en un cambio en el valor de AGunisn de una unidad.
Asi, se espera que la variacién observada en la Kd de unién de DPPC a hPrdx6 como
resultado de su fosforilacion, no se traduzca en grandes cambios en la termodinamica
de unién.

Monémero 1 Monémero 2

. " .

Figura 30. Sitio catalitico y residuos conservados responsables de la actividad iPLA2 en el complejo
formado entre el ligando DPPC (representado en bolas y varillas con envolvente gris) y la proteina hPrdx6
en sus forma nativa (arriba; (A) y (B)) y variante fosforilada (abajo; (C) y (D)). Los mondmeros 1y 2 se

representan respectivamente en rojo y azul para hPrdx6-SOH y pPrdx6-SOH.

Para estudiar el modo de unién del DPPC a la proteina (figura 30) se generaron
estructuras representativas a partir de simulaciones de dindmica molecular
convencional (cMD) siguiendo el protocolo descripto en la seccién 3.1 y analizaron en
base a criterios geométricos las interacciones de enlace de hidrégeno (EdH) que se

43



forman directamente con los residuos del sitio iPLA;, incluyendo aquéllas mediadas
por una o0 mas moléculas de agua.

La Unica interaccion directa que se establece entre DPPC y Prdx6-SOH ocurre
con el backbone del residuo D140 en el monémero 1 (figura 30(A)) y acaba
perdiéndose tras la fosforilacion, siendo reemplazada en pPrdx6-SOH por una red mas
extendida de EdH mediados por moléculas de agua, que involucra un nimero mayor
de residuos proteicos (figura 30(C)-(D)) y tienen ocupaciones mas altas (Tabla 5).
Entre los diferentes residuos de la proteina que interaccionan por EdH con el ligando a
través de puentes de moléculas de agua, el Unico que aparece tanto en Prdx6-SOH
como en pPrdx6-SOH y en ambos mondmeros es la K141. Este residuo interacciona
con el DPPC desde un 5% hasta un 40% del tiempo de la simulacién. Esto podria
sugerir un rol estructural para K141 en la unién del DPPC.

Tabla 5. Porcentaje de ocupacion de los EdH entre el ligando DPPC y la proteina
mediado por moléculas de agua.

All N13 H26 D27 D31 S32 K141
M1/M2 M1/M2 M1/M2  M1/M2 M1/M2 M1/M2 M1/M2
Prdx6 -122 -/ - -/ - -16 -/ - -/- 4/17
pPrdx6 -126 5/- 6/- -/- 3/6 -127 41/8

La presencia en el complejo DPPC: pPrdx6-SOH de un numero mayor de
interacciones ligando-proteina mediadas por moléculas de agua podria explicar por
gué el area de la superficie delimitada por los Ca de los residuos que integran la triada
catalitica iPLA; es tan amplia respecto a otras fosfolipasas (ver figura 28). Por otra
parte, la intensificacion de la red de enlaces de hidrégeno post-fosforilacién con
mediacion por moléculas de agua en el sitio activo, podria vincularse al aumento de la
actividad iPLA2 que ocurre al fosforilar, en caso de que la catalisis sea asistida por una
0 mas moléculas de agua que se sitien en posiciones mas favorables para ese rol a
través de esa red de EdH extendida, aspecto no abordado en esta tesina de grado,
pero que se plantea modelar a futuro con metodologia QM/MM.

Se ha reportado que las mutantes S32A y H26A de Prdx6 carecen de la
capacidad de unirse a liposomas®®. Sin embargo, el estudio de la red de EdH del
ligando en el sitio activo iPLA; indicaria que estos residuos no tienen un papel clave en
la unién del DPPC a la proteina. Otros estudios in vitro mostraron que Prdx6-SOH
carece de capacidad de unirse a un liposoma reducido a pH fisiol6gico, mientras que
pPrdx6 puede unirse a liposomas oxidados y reducidos en esas condiciones®. La
caracterizacién del modo de union del DPPC a Prdx6 aqui presentada no se condice
con esos hallazgos, algo que podria deberse a la restricciéon utilizada para ubicar al
DPPC en el sitio activo.

Con respecto al AGunisn (Tabla 6), no se observan diferencias significativas
entre Prdx6-SOH y pPrdx6-SOH. El valor diferencial A(AGunisn) tiene errores absolutos
y relativos asociados muy elevados, por lo que no es posible extraer conclusiones de
ellos.
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Tabla 6. AGunisn ligando-proteina (en kcal mol?) determinados con MM/PB(GB)SA.

Prdx6 pPrdX6 A(AGunién)
Mon1 732+38 733+50 01+ 89
SMIHEEEA Mon2 -65.2+5.6 729+ 4.4 7.7+10.0
Mon1 706+ 4.2 611+54 95+ 96
MM/PBSA Mon2 54.1%55 56.8+55  2.7+10.1

4.5, Estructuray dindmica en solucion de Prdx6-Sy gPrdx6S

En linea con los objetivos planteados en la seccion 2.2.2, se realiz6 una
simulacion de la proteina homodimérica nativa con la Cp en su forma reducida tiolato
(a partir de ahora denominada Prdx6-S). En la figura 31 se muestra la evolucion del
RMSD calculado sobre las posiciones de los Ca. Dicha simulacién se encuentra
convergida a partir de 80 ns.
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Figura 31. RMSD de los Ca de Prdx6-S- simulados por cMD.

La flexibilidad de los residuos se analizé a partir del RMSF, mostrado en la
figura 32, tal como se hizo para la proteina oxidada nativa y fosforilada en las
secciones anteriores. En el primer monémero, figura 32(A), los residuos cercanos a la
posicion 120 presentan valores de RMSF 3 A mayores que el resto de la proteina,
mostrando asi mayor flexibilidad. Los residuos de esa regién corresponden al loop que
conecta la hoja 36 y la hélice a4, al que experimentalmente se atribuyé alta movilidad,
basado en sus valores de B-factor* elevados®. En el segundo monémero, figura 32(B),
se observa un comportamiento similar en el loop que contiene los residuos 82-102.

Para corroborar la importancia de la flexibilidad en estas regiones se agruparon
todas las estructuras muestreadas en cinco cluster. La superposicién de la estructura
representativa de cada cluster (figura 33) condice con lo observado con el RMSF, ya
gue las diferencias entre ellas esta en la posicion de los loops.

La hoja B6 contiene a la R132, uno de los residuos del sitio activo peroxidasa.
Durante la simulacion, la estructura secundaria de la hoja B que contiene este residuo
se ve afectada (48% y 91% en los mondmeros 1 y 2, respectivamente). Uno de los
roles principales de este residuo es la interaccion que presenta con el tiolato de la Cp,

4 E| B-factor, o factor de temperatura, es una medida de la movilidad de un 4tomo o grupo en una
estructura cristalografica.
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estabilizando al tiolato en ausencia del sustrato y luego al estado de transicion
anionico de la reaccién de peroxidacién. Como se verd mas adelante, estos cambios
no son suficientes para desestabilizar la interaccion cisteina-arginina.
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Figura 32. RMSF de Prdx6-S™ en solucién. (A) Mondmero 1. (B) Monémero 2.

Figura 33. Superposicion de las estructuras representativas de los clusters de la simulacién de Prdx6-S-,
coloreados por RMSD. La escala de colores va de Rojo-Blanco-Azul en orden decreciente de RMSD.
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Para estudiar la arquitectura que presenta el sitio activo peroxidasa (figura 34),
se realizo un estudio de la red de enlaces de hidrogeno del sitio para cuantificar las
diferentes interacciones que se establecen entre la Ce y los residuos de su entorno.

(A)

Figura 34. Estructura secundaria y terciaria y residuos conservados (representacion en bolas y varillas)
en el entorno del sitio peroxidasa de Prdx6-S-. (A) Monémero 1. (B) Monémero 2.

La estabilizacién del tiolato en el sitio activo esta dada por varios residuos
conservados en la familia de las peroxirredoxinas, como R132 y T44 en la figura 34.
En la Tabla 7 se muestra el porcentaje de ocupacion de la red que existe entre los
diferentes residuos conservados del sitio activo y el tiolato de la Cp.

Tabla 7. Porcentaje de ocupacion de la red de enlaces de hidrogeno de la Cp

T44 R132
Mondémero 1 66 46
Monémero 2 55 42

Al analizar los porcentajes de ocupacion, no se observan diferencias entre los
mondmeros. En ambos casos la Cp se encuentra fuertemente estabilizada por los
residuos mencionados anteriormente. Estas interacciones son importantes para
estabilizar el estado de transicion, unir el sustrato, regular la especificidad de la enzima
y regular el pKay de la Cp. De esta forma la Cp se encuentre siempre lista para
reaccionar en presencia de los diferentes sustratos. La posible alteracion o
desaparicién de esta red de EdH podria dar una primera explicacion acerca de la
inhibiciébn de la actividad peroxidasa debido a la glicacibn por MGO en la R132,
elemento que se discutira mas adelante en esta seccion.

Una vez simulada la dindmica en soluciébn y obtenida una estructura
representativa de Prdx6-S-, se busco hacer lo mismo para la proteina glicada en la
R132 con la Cp en su forma reactiva (a partir de ahora gPrdx6-S°). En la figura 35 se
muestra el RMSD de los Ca de la simulacion, observandose una convergencia a partir
de 35 ns.
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Figura 35. RMSD de los Ca de gPrdx6-S- en los 200 ns de cMD.

Una vez convergida la simulacion, se estudio el RMSF de gPrdx6-S, figura 36,
buscando diferencias con el estado nativo. El residuo modificado argpirimidina
presenta un tamafio mayor al de una arginina estandar, y elimina la carga positiva del
sitio activo. No se observan diferencias significativas entre el RMSF de la proteina
nativa (figura 32(A-B)) y glicada (figura 36(A-B)), por lo que se infiere que la glicacién
no afecta la flexibilidad de la proteina.
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Figura 36. RMSF de gPrdx6-S™ en solucién. (A) Monémero 1. (B) Monémero 2.
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Analizando el sitio activo de la proteina, se observa que la Cp al estar la R132
glicada presenta un menor nimero de interacciones, como se observa en la figura 37.
La estructura que se visualiza corresponde al cluster mayoritario de gPrdx6-S- (48% de
ocupacion)®.

Figura 37. Estructura secundaria y teruana y residuos conservados (representacion en bolas y varillas)
en el entorno del sitio peroxidasa de Prdx6-S-. (A) Monémero 1. (B) Monémero 2.

Se estudié nuevamente la red de enlaces de hidrogeno del sitio activo con el
tiolato de la Cp (Tabla 8), para ver si ésta se encuentra disminuida en comparacion a la
red formada en la proteina nativa.

Tabla 8. Porcentaje de ocupacién de la red de enlace de hidrégeno de la Cys
peroxidatica.

T44 R*132
Mondmero 1 78 0
Mondémero 2 49 4

La ausencia del grupo guanidinio afecta el resto de las interacciones que
establecia la Cp con los otros residuos conservados del sitio activo, disminuyendo la
red de enlace de hidrogeno neta sobre la Cp. Esta podria traducirse a que la forma
tiolato sea menos estable, y deberia verse reflejado en un aumento del pK, de la
cisteina peroxidatica. Para comprobar esto se realizaron titulaciones de la Cp
utilizando simulaciones a pH constante, como se describié en la seccion 3.5 de la
metodologia. Las curvas obtenidas a partir de la titulacion se muestran en la figura 38.
Como se menciona en metodologia, el calculo de pKa de una cisteina en un contexto
proteico suele dar un valor absoluto sobreestimado, por lo que fue necesario
corregirlos. Los valores de pKa de la Cp extraidos a partir de estas curvas se
encuentran en la Tabla 9, mientras que las curvas de titulacion de la C92 y el pK,
obtenido para esta cisteina se muestran en el la seccién 7.5 del anexo.

Tabla 9. pKa obtenido a partir de la titulacion de la Cp con cpHMD original y ajustado.

Prdx6 gPrdx6
Original Ajustado Original Ajustado
Monémero 1 55+0.3 4.1+0.3 12.5+0.2 9.2+0.3
Monémero 2 7.4+0.2 55+0.2 129+ 0.1 95+0.2

5 Al igual que para la proteina nativa, las diferencias estructurales que se observan son pequefias, por lo
gue se utiliza como representativa la que corresponde al cluster mayoritario. La superposicion de
estructuras obtenidas del andlisis de cluster se encuentra en la seccion 7.4 del anexo.
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Figura 38. Curvas de titulacion de la Ce de ambos mondémeros de Prdx6 en su estado nativo y glicado.
(A) Mondmero 1 de Prdx6. (B) Mondémero 2 de Prdx6. (C) Monomero 1 de gPrdx6. (D) Monémero 2 de
gPrdx6.

El pKa promedio de la Cp de ambos mondmeros es de 4.8 + 0.5 mientras que el
de la glicada es de 9.3 + 0.5. El pKa de la Cr en la proteina nativa se corresponde al
determinado experimentalmente (5.23%°7), mientras que el pK, de la Cp de gPrdx6-S
es comprable al residuo libre en solucién (8.55). La glicacién por MGO en la R132
hace que el pKa de la C47 sea igual al del residuo en solucién. La fraccién del tiolato
en la proteina a pH = 7.4 baja de 0.997-0.999 en Prdx6-S™a 0.003-0.3 en gPrdx6-S.

En base a los resultados obtenidos hasta el momento, la glicacién pareceria
actuar sobre hPrdx6 debilitando la red de enlace de hidrégeno del sitio activo y
alterando el pK, de la Cr de forma significativa, haciendo que ésta no se encuentre en
su forma activa para la reaccién con perdxidos, también se espera que la pérdida de la
carga positiva afecte todas las otras funciones que cumple este residuo, como se
reporté con mutantes de hPrdx5 en la arginina analoga a R132,

Como el pKa es 9.3 a pH fisiol6gico, es esperable que la Cp se encuentre
mayoritariamente en forma de tiol. Debido a esto, se realizaron simulaciones con la Cp
en forma de tiol, a partir de ahora denominada gPrdx6-SH. La enzima podria mantener
una actividad residual si existe algun residuo con la capacidad de desprotonar a la Cp,
modulando de esta forma su acidez®.

En la figura 39 se observa el RMSD de los Ca de la proteina durante la
simulacion y el RMSF de ambos mondmeros. A partir de 10 ns la simulacién se

® Al analizar la red de enlaces de hidrégeno en el sitio activo peroxidasa, se encontré en el primer
mondmero una interaccion con el residuo E50 durante ~20% de la simulacién. Este residuo podria ser
responsable de la desprotonacion de la Cp y de esta forma la reaccion podria ocurrir. Determinar esa
posibilidad es un objetivo que se escapa a esta tesina de graduacion.
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encuentra convergida. EI comportamiento del RMSF es analogo al observado en
Prdx6-S"y gPrdx6-S.
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Figura 39. Estudio de la dinamica de gPrdx6-SH en solucion. (A) RMSD de los Ca de la proteina. (B)

RMSF del monémero 1 (C) RMSF del monémero 2.
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Buscando visualizar las diferencias que introduce la glicacién de la R132 en el
microentorno de la Cp, en la figura 40 se realiza una comparacion del sitio peroxidasa
correspondiente al primer mondémero de Prdx6-S-, gPrdx6-S'y gPrdx6-SH.

- 9

AW ) ]

Figura 40. Sitio activo peroxidasa de la estructura correspondiente al cluster mayoritario de cada
simulacion. (A) Prdx6-S . (B) gPrdx6-S. (C) gPrdx6-SH.

En las tres estructuras la Cp presenta una orientacion diferente. En Prdx6-S,
debido a las diversas interacciones que establece la Cp con R132 y T44 se encuentra
en una posicion fijja. En gPrdx6-S° se observa que la Cp se “internaliza”, intentando
estabilizar el tiolato con el backbone de la T44 (no se muestra en la figura). Cuando la
Cr se encuentra en forma de tiol y la arginina conservada se encuentra glicada, el
posicionamiento de la cisteina es similar al que presenta en la proteina nativa. Para
determinar si la glicacién en la R132 altera la exposicion al solvente de la Cp, se
estudi6 su SASA comparandola con la del tripéptido G-C-G. Los resultados se
muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Promedio de la exposicion al solvente del residuo C47 en ambos
monoémeros de la proteina sin glicar por MGO y glicada.

% de exposicidon Nivel de exposicion
M1/M2 M1/M2
Prdx6-S 13.8/13.8 Interno/Interno
gPrdx6-S 10.2/40.6 Interno/Intermedio
gPrdx6-SH 7.0/2.4 Interno/Interno

A partir de esta tabla se observa que la glicacién de la R132 no afecta el nivel
de exposicion de la Cp. Esto podria deberse a que el residuo argpirimidina es muy
voluminoso, restringiendo el libre movimiento de los residuos vecinos en el sitio
catalitico. Esto podria explicar por qué el RMSF de los residuos pertenecientes al sitio
activo no aumento.

A partir de este estudio se observé que la glicacion altera el pKa de la Cp de
forma significativa, sin inducir grandes cambios estructurales en el sitio catalitico. El
cambio de pKa podria explicarse por un debilitamiento en la red de enlace de
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hidrégeno, aunque como el criterio que utiliza el programa AMBERTOOLS se basa en
pardmetros geomeétricos, es necesario recurrir a métodos cuanticos para verificar
dichos enlaces y poder medir su fuerza. La glicacién de la R132 no solo afecta el pKa
de la Cp, sino también la reactividad de esta, debido a la importancia de este residuo
en el mecanismo catalitico.

4.6. Andlisis de lareactividad de Cp en gPrdx6-S con el método ONIOM(QM/MM)

En la seccién anterior se determind que la glicacién por MGO en la Cp altera la
red de enlaces de hidrégeno en el sitio activo, asi como el pKa de ésta. Partiendo de
las estructuras representativas obtenidas en dicha seccion para la proteina nativa y
glicada en forma de tiolato se procedid a hacer el andlisis de las propiedades de
reactividad intrinsecas de la Cp, mostradas en la Tabla 11.

Tabla 11. Descriptores cuanticos de reactividad de la Ce.

Descriptor (eV) Prdx6 gPrdx6
Energia del HOMO KS -2.21/-1.66 0.05/-1.71
n 2.47/2.40 2.00/2.73

La energia del orbital molecular HOMO de Kohn-Sham nos brinda una primera
aproximacion sobre la nucleofilia de la Cp. Cuanto mayor es la nucleofilia de la misma,
se espera que tenga un HOMO mas inestable. Segun los resultados reportados en la
Tabla 11 se observa que la glicacion no afecta de la misma forma la nuclecfilia de la
Cr de los distintos monémeros. En el primero se observa un aumento de la nucleofilia
dado por un HOMO 2.26 eV mayor en la proteina glicada, mientras que en el segundo
se observa una disminucién de 0.05 eV. Esta asimetria entre mondémeros podria
deberse a la interaccion que establece la R153 con la Cpr en el segundo monémero’ de
la proteina glicada, haciendo que el entorno de la misma sea similar a la proteina en el
estado nativo.

Cuanto mayor es la dureza global de un sistema, menor es su reactividad.
Segun este indicador, la reactividad de la Cp varia en cada monémero, asi como en su
estado nativo y glicado. El orden de reactividad seria, de mayor a menor,
gPrdx6-m1>Prdx6-m2>Prdx6-m1>gPrdx6-m2. Los datos de dureza global se
correlacionan con la energia del HOMO. El promedio de n entre ambos mondmeros es
de 2.435 y 2.365 para la proteina nativa y glicada respectivamente, observando que la
glicacion, contrario a lo esperado inicialmente, aumentaria la reactividad intrinseca de
la Cp.

Una vez que se conoce como la reactividad y nucleofilia intrinseca de la Cp se
afecta post-glicacion, para entender como la red de enlaces de hidrégeno modula la
reactividad de ésta, y si existe algun cambio a nivel de la estructura electrénica en la
proteina nativa y glicada, se expandi6 la zona cuéntica a aquellos residuos y
moléculas de agua que estuvieran interaccionando con la Cp, y se realizé el mismo
andlisis. En el caso de Prdx6, la zona cuantica par ambos monémeros consistio en la
cadena lateral de la C47, T44 y R132, asi como las aguas del microambiente que
parecian encontrarse interaccionando con ella. Para gPrdx6 el sistema cuantico fue

7 La interaccién de la Cp con la R152 apareci6 durante la minimizacion previa al calculo QM/MM,
no se registré en la dindmica.
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diferente en cada mondmero. En el primero se consideré la cadena lateral de la C47,
asi como la cadena lateral y en enlace amida de la T44, y en el segundo se consider6
las cadenas laterales de los residuos C47, R156 y T144, asi como las moléculas de
agua del microambiente. Debido a que las regiones cuanticas eran diferentes en todos
los casos, para poder comparar las energias electronicas de diferentes sistemas se
verificd que el orbital HOMO se encuentre centrado sobre el atomo de azufre en todos
los casos (ver anexo, seccion 7.7).

Tabla 12. Andlisis de descriptores cuanticos de reactividad de la Ce.

Descriptor (eV) Prdx6 gPrdx6
Energia del HOMO -2.45/-1.66 -1.59/-1.81
n 2.38/2.21 1.35/2.61

Al considerar el entorno de la Cp en los diferentes casos, no se observan
diferencias significativas frente a considerar Unicamente a la Cp en la zona QM. Para
poder comprobar la fuerza de los enlaces de hidrogeno que existen entre los residuos
del sitio catalitico y el tiolato de la Cp, debido a las limitaciones del método ONIOM, se
realizé un recorte de la zona cudntica extendida para poder estudiar los indices de
Wiberg como indicadores del orden de enlace, y también poder estudiar descriptores
locales como la dureza local o la fukui condensada explicadas en la seccion 3.6. En la
figura 41 se muestra un 98% de la densidad electronica del sistema QM.

(B)

Figura 41. Densidad electrénica del recorte de la zona cuantica del calculo QM/MM. (A) Cadena lateral de
C47, T44 y R132, y 2 moléculas de H20. (B) Cadena lateral de C47, T44 y R132, y 3 moléculas de H20.
(C) Cadena lateral de C47, asi como enlace amida y cadena lateral de T44. (D) Cadena lateral de C47,

T44 y R156, y 3 moléculas de H20.

En la figura 41 se observa densidad electronica sobre los supuestos enlaces de
hidrégeno, confirmando su existencia. Las aguas presentan un rol importante en la
solvatacion y estabilizacion del residuo en su forma catalitica. La interaccion con la
T44 se confirm6 para los cuatro sistemas, lo cual es consistente con el rol propuesto
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en la bibliografia para hPrdx5 de modular la nucleofilia de la Cp para que solo
reaccione con el sustrato*®. A continuaciéon, se muestra el indice de Wiberg de cada
sistema.
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0.6 — [ NH2-R132
- I OoH-T44
’&? 0.5 —
3 -
q) 0.4 —
c% -
= 0.3 —
()] -
© T B e
S 0.2
= il
© 0.1 —
o
| . -
O 00—

m1-Prdxé m2-Prdx6é m1-gPrdx6 m2-gPrdx6
Evomo (eV): -245 -1.66 -1.59 -1.81

Figure 42. indices de Wiberg de los enlaces de hidrégeno entre el azufre de la Cp y los diferentes
residuos del sitio activo.

Al estudiar los indices de Wiberg de la red formada en el sitio activo en los
diferentes monémeros, el orden de enlace total sobre el azufre del tiolato de la Cp se
puede correlacionar con la Enomo del sistema QM/MM. Cuanto mayor es el orden de
enlace sobre entre el azufre y los diferentes residuos, menor es el Enomo. A partir de
este hecho se puede concluir que cuanto mas fuerte es la red de enlace de hidrogeno
que establece el sitio activo con el azufre de la Cp, el orbital HOMO se encontrard mas
estabilizado, por lo que su nucledfilia disminuira. La glicacion, segun lo observado,
hace que la reactividad intrinseca de la Cp aumente, como se observé para hPrdx5,
dénde la ruptura del enlace treonina/cisteina conlleva un aumento de nucleofilia“.

Para estudiar si existe un cambio en la reactividad especifica del azufre de la
Cr se evaluaron las propiedades locales de éste, como se muestra en la Tabla 13.

Tabla 13. Andlisis de descriptores cuanticos de reactividad de la Cp.

Descriptor Prdx6 gPrdx6
Fukui f(S) 1.07/1.09 1.28/1.09
Dureza local 3.17/3.16 3.48/3.23

A partir de la funcion de Fukui nucleofilica condensada se evidencia que, en un
monoémero, la capacidad del azufre para reorganizar la densidad de carga se ve
afectada con la glicacion. Con respecto a la dureza local, se observa que gPrdx6-S
presenta mayor dureza frente a Prdx6-S-, lo que significa que la glicacion aumenta la
dureza del &tomo de azufre, o lo que es lo mismo, disminuye su blandura y por lo tanto
la capacidad de participar en nuevas reacciones covalentes tras la PTM.
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5. CONCLUSION
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5.1 Conclusiones

El presente estudio computacional permitié profundizar en el conocimiento
disponible sobre efectos que experimenta la estructura y su dindmica de la
peroxirredoxina 6 humana (hPrdx6) bajo la forma de homodimero en solucién, tras
sufrir dos tipos de modificaciones post-traduccionales (PTM) que aparecen reportadas
en la bibliografia como capaces de alterar sus funciones iPLA; y peroxidasa: (A) la
fosforilacion en el residuo T177 de la proteina nativa oxidada a acido sulfénico en la
cisteina peroxidéatica (Cp-SOH) y en conexion con la funcién iPLA; y (B) la glicacion
por metilglioxal en el residuo R132 de la proteina nativa en su forma reducida (Ce-S)
en conexioén con la funcion peroxidasa. Para esto se realizaron simulaciones de
dindmica molecular cléasica convencional (cMD) en ambos casos y acelerada (AMD)
para el caso de la fosforilacion, donde se buscé caracterizar la formacién de un estado
molten globule, manejado entre los antecedentes de partida, lo que requiere aplicar
técnicas de muestro conformacional avanzado.

Adicionalmente, también se realiz6 aqui un primer acercamiento in silico al
estudio de la interaccion de esta proteina con DPPC, uno de sus sustratos principales
para la actividad iPLA;, determinando su estructura por cMD con restricciones y la
energia de formacion del complejo con técnicas MM/PB(GB)SA. Por otra parte, se
analizaron propiedades de la Cp (pKa y nucleofilia) y del entorno inmediato que modula
su reactividad en el sitio peroxidasa, tanto en la proteina nativa reducida como en el
producto de glicacién argpirimidina en el residuo R132. Para esto se emplearon
simulaciones a pH constante para determinar su pKa y realizaron calculos
ONIOM:QM/MM(B3LPY:AMBER) para determinar indicadores de reactividad.

Respecto a efectos de la fosforilacion, en primer lugar, se determindé una
estructura estable representativa del homodimero en solucidn para la proteina oxidada
hPrdx6-SOH en su forma nativa y fosforilada en T177. Los resultados obtenidos
muestran que la fosforilacion produce un cambio en la estructura terciaria de la
proteina, llevandola a adoptar una conformacion molten globule. Esto se evidencié
mediante el andlisis de Ry, de la superficie global de la proteina expuesta al solvente
(SASA) y del SASA de tres residuos triptéfanos presentes en la estructura. Por otro
lado, se estableci6 que la estructura secundaria no se ve alterada de forma
significativa al incorporar la PTM, en consistencia con lo esperado para una este tipo
de conformacion. Para explorar en mayor detalle las caracteristicas dinamicas del sitio
activo iPLA;, se estudi6 la evolucion temporal de su apertura, el nivel de exposicién de
la H26 (integrante de la triada catalitica e indicado como clave en la unién del ligando)
y la distancia de los Ca de S32 y D140, los otros dos residuos cataliticos. Si bien la
oxidacion de la CP a -SOH parece tener un efecto sobre el estado de oligomerizacion
de la proteina, en concordancia con observaciones experimentales, no se encontré
evidencia de cambios en la proteina que correlacionen directamente con el incremento
observado en la actividad iPLA; tras la fosforilacion ni variaciones significativas en la
estabilidad del complejo que la proteina nativa o fosforilada forma con el ligando
DPPC. Un elemento que si podria llegar a tener un efecto sobre la actividad catalitica
IPLA2, es el cambio detectado en la red de interacciones del sustrato en el sitio activo,
donde por efecto de la fosforilacién se sustituye la interaccion directa ligando-proteina
por una serie mas extendida de interacciones mediadas por moléculas de agua,
algunas de las cuales pueden llegar a tener un rol catalitico en el mecanismo, aln
desconocido a nivel detallado.
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Respecto a los efectos de la glicacién, se determiné la estructura en solucién
del homodimero de hPrdx6-S™ nativa y argpirimidina en la R132, sin hallar diferencias
estructurales significativas a nivel de la estructura cuaternaria, terciaria y secundaria
de la proteina en solucién. El andlisis detallado de la red de enlaces de hidrégeno en
el sitio activo peroxidasa mostré que la misma se debilita en la proteina glicada y que
esto se traduce en un aumento en el pK, de la Cp, que pasa de 4.8 a 9.3 unidades de
pKa. Los estudios de reactividad de la Cp muestran que la glicacion por metilglioxal de
la R132 produce un aumento en la nucleofilia de la cisteina peroxidatica que se
correlaciona con la suma de érdenes de enlace Wiberg sobre la red de interacciones
de enlace de hidrogeno que involucran a la Ce. A mayor orden de enlace, un HOMO
mas estable, y por ende una menor reactividad. En suma, estos resultados mostraron
que la Cp post-glicacién presenta una mayor reactividad debido a que se encuentra
menos estabilizada. Sin embargo, debido al aumento en su pKa, la fraccién de tiolato a
pH fisioldgico sera despreciable. Estos resultados permitirian explicar la inhibicién de
la actividad peroxidasa debido a la glicacion.
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7. ANEXO
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7.1 Parametros geométricos del residuo modificado argpirimidina

En la siguiente figura se muestra el residuo argpirimidina junto a la carga ESP
de cada &tomo obtenido tras parametrizar segun el protocolo de la seccién 3.1.

0.429H
0.083H 0-0.549 Ho0.071

Figura Al. Cargas ESP del residuo modificado argpirimidina.

7.2 Fundamento teérico del andlisis de componentes principales

El PCA fue realizado por el método de maximizacion de la varianza. En general
para una variable tenemos que:

Vi=v1jX1+v2jX2 + --vpjin (13)

donde Y, representa la componente principal. Para todas las variables tenemos
entonces una matriz formada por todas las variables de la siguiente forma:

¥ij x11 ... xlpy svlj
(;)=(; )() )
¥nj xnl ... xnp/ \vpj

Es posible reescribir dicha matriz en notaciéon matriarcal como ¥j = Xvj.

Para todo nuestro conjunto de valores se puede extraer una matriz de componentes

principales:
y1l ... wvlp x11 ... x1py svll ... vlp
(PR )
ynl .. ynp nl .. xnp/ ‘\vnl .. vnp
Al igual que el caso para un Unico componente principal, es posible anotar
dicha matriz con notaciéon matriarcal como ¥ = XV donde Y contiene las puntuaciones

de cada individuo y v los componentes de peso de las combinaciones lineales.

Una vez que tenemos la matriz de los componentes principales, necesitamos
encontrar un primer componente principal que presente una varianza maxima. La
varianza de esta se calcula siguiendo la ecuacion MX.4.

Var(v1) =2y'1yl = v'1X'v1X = v' 15v1 (16)
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Se busca el maximo entonces poniendo como restriccibn que el vector en
direccion del componente principal tenga moédulo 1, es decir, v'1vl = 1.

L(vl) = v'1Svl |v'1lvi=1 (17)
L(vl) =v'15v1— A(vivl — 1) (18)
22— 25v1 201 = 0 (19)
Svl=2vl (20)

Tenemos entonces que v1 es un vector propio de la matriz propia de
covarianza S1 con un valor propio asociado A. S presenta n valores propios A1... An
diferentes ordenados en orden decreciente, es decir, A1> A2> ... Ap> 0. Teniendo en
cuenta que Var(¥1) = v"15v1 = A, tenemos que A es el valor propio mas grande y por
tanto v1 el vector propio mas grande asociado, por tanto, es posible tomarlo en cuenta
como el componente principal mas importante.

El segundo componente principal se obtiene de forma similar, pero afiadiendo
la restriccion de que Y1 e Y2 se encuentren incorrelacionados.

1 1
covar (¥1,¥2) = H}-"E}-‘i = HL*'ZX'X?:-'l =v'25v1=v"2Alvl =0 (21)
L(v2) = v'25v2 — A(v2v2 — 1) — év'2vl (22)
L(v2 23
(2) 5602 —23w2 —vi=0 (23)

a2

2v'1Sv2 — 2Av 1v2 — Gvivli=0 (24)
Sr'1Sv2— 8 =0 (25)

Como ©'15v2=0, es posible visualizar que en el estado estacionario se
cumple que & = 0, de forma que obtenemos una ecuacién similar a la anterior,
Sv2 = Av2, donde v2 representa el segundo vector propio y A el valor propio. Es
posible hacer este mismo procedimiento y de esta forma obtener todos los vectores y
valores propios de la matriz de datos. Una vez obtenidos los vectores propios, solo
resta proyectar nuestra matriz de datos sobre estos vectores y de esta forma tener
representado nuestros datos en dos nuevas dimensiones que representan el analisis
por componentes principales.
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7.3 Estructura secundaria de los motivos del plegamiento tipo tiorredoxina

En la tabla Al se muestra el porcentaje de estructura secundaria que
presenta cada motivo conservado de la familia de las peroxirredoxinas.

Tabla Al. Porcentaje de estructura secundaria del plegamiento tipico de las
peroxirredoxinas.

B3 a2 B4 a4 6 B7 as
Prdx6-SOH 89 96 96 89 85 62 91

pPrdx6-SOH 95 94 96 97 86 63 90

7.4 Superposicion de estructuras representativas de gPrdx6-S

En la figura A2 se muestra la superposicion de las estructuras extraidas del
analisis de cluster de la simulacion de gPrdx6S.

Figura A2. Superposicién de las estructuras representativas del andlisis de cluster (91% entre las tres) de
gPrdx6-S--, coloreado por RMSD.
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7.5 pKadela C92 en hPrdx6 con R132/R*132

En la figura A3 se muestra el ajuste de la curva de titulacion de la C92 de
ambos monomeros. Los pKa obtenidos se exponen en las tablas A2 y A3, y la tabla A4
corresponde al nivel de exposicion de la C92 durante la simulacion.
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Figura A3. Curvas de titulacion de la C92. (A) Primer monémero de Prdx6. (B) Segundo monémero de
Prdx6. (C) Primer monémero de gPrdx6. (D) Segundo mondmero de gPrdx6.

Tabla A3. Valores obtenidos del ajuste de la curva de titulacion de Prdx6.

Residuo titulado pKa R? Desvio estandard
Cc47 5.5/7.4 0.91/0.94 0.26/0.20
C92 11.45/11.29 1/0.99 0.03/0.06

Tabla A4. Valores obtenidos del ajuste de la curva de titulacion de gPrdx6.

Residuo titulado pKa R? Desvio estandard
c4a7 12.52/12.91 0.91/0.99 0.23/0.08
Cc92 11.51/11.29 0.99/0.99 0.08/0.10

Tabla A5. Porcentaje y nivel de exposicion de la C92 en Prdx6 y gPrdx6.

Prdx6
gPrdx6

% de exposicion
111/104
88/105

Nivel de exposicién
Expuesto/Expuesto
Expuesto/Expuesto
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7.6 Superposicion de estructuras representativas de gPrdx6-SH

En la figura A4 se muestra la superposicion de las estructuras extraidas del
andlisis de cluster de la simulacion de gPrdx6SH.

Figura A4. Superposicion de las estructuras representativas del andlisis de cluster de gPrdx6-SH
coloreado por RMSD.

7.6 Orbitales HOMO de KS de Prdx6-S'y gPrdx-S

A continuacion, se muestra el orbital HOMO de KS de cada Sistema QM/MM.

(A) " (B)
d
d
© (D)

Figura A5. Orbital HOMO de KS del sistema QM/MM de Prdx6-S (arriba) y gPrdx6-S- (abajo).
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