EL DOMINIO C2B DE LA SINAPTOTAGMINA-1 ES UN REGULADOR CLAVE
DE LA ESTABILIZACION DE LOS POROS DE FUSION.
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Resumen
Los poros de fusion conectan organelas intracelulares y liberan contenido vesicular

durante la exocitosis. Su formacion es termodinamicamente destavorable y por lo tanto
debe ser mediada por proteinas. En este trabajo, hemos desarrollado una coordenada
de reaccion que genera un poro de fusion partiendo de bicapas lipidicas inicialmente
planas y paralelas. La hemos usado para describir los efectos del dominio C2B de la
sinaptotagmina-1 durante este proceso y hemos obtenido los perfiles de energia libre.
Nuestros resultados apuntan a una region polibasica abundante en lisina del dominio
C2B de la sinaptotagmina-1 como la clave para la reorganizacion de los lipidos a través
de la formacion de grupos de fosfatidilinositol bifosfato que estabilizan el poro de fu-
s10n.

Introduccion

La sinaptotagmina-1 (Sytl) es un sensor de baja afinidad de Ca®" que se
conecta y penetra la biomembrana para desencadenar fusion de vesiculas y
liberacion de neurotransmisores. Contiene dos dominios C2 (C2A y C2B)
con estructuras similares, ambos con lazos de unién de Ca*'. Estos lazos
controlan la penetracion en las biomembranas que contienen fostfatidilseri-
nas. Ademas, C2B es conocido por enlazar fosfatidilinositol 4,5 bifostato
(PIP,) de manera independiente al Ca*".

Resultados

Hemos desarrollado por primera vez una coordenada de reaccion (£) que
induce la formacion de un poro de fusion. Para ello definimos dos cilindros
perpendiculares a los planos de las bicapas (ver figura 1) y realizamos um-
brella sampling simultaneamente usando dos coordenadas de reaccion: & y
¢,. En consecuencia, dos potenciales independientes con constantes de fuer-
za k1 y ko fueron aplicados a dos grupos diferentes de beads: Los beads W en
el agua intraorganela y los beads C4 de la cola en las moléculas lipidicas. La
primera coordenada de reaccion (&7) reporta la fraccion de discos del cilindro
interno ocupado por moléculas de agua intraorganela, definido como todos
los beads W por encima y por debajo de las membranas inicialmente planas
y paralelas (cian). La segunda coordenada de reaccion (&) esta definida co-
mo la fraccion de discos ocupados por beads C4A y C4B en las colas de los
lipidos (verde), que es utilizada aqui para fusionar las membranas inclinando
las moléculas lipidicas y desplazando radialmente el agua citosolica (azul).
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Figura 1: Coordenada de reaccion &’

Con nuestra coordenada de reaccion hemos obtenido perfiles de energia li-
bre para la iniciacion de un poro de fusion con y sin el dominio C2B de
la sinaptotagmina-1, alcanzando resultados similares en ambos casos. Esto
indica que el dominio C2B de la sinaptotagmina-1 no tiene efectos signifi-
cativos en el proceso de formacion del poro de fusion.

Luego, partiendo de un poro de fusion expandido corrimos 10 simulaciones
de dinamica molecular sin restricciones de 100 ns cada una en dos casos:
con las bicapas solas y con el dominio C2B de la sinaptotagmina-1. En la
figura 2, se muestran los promedios de las trayectorias por cada uno de los
dos sistemas, graficando el conteo de moléculas lipidicas en la escala de los
11s para observar el momento del cierre definitivo del poro.

El poro de fusion expandido permanece abierto en condiciones libres de res-
triccion hasta los 1,1 ys para las membranas solas, mientras que permanece

estable por al menos 10 ps para las membranas en presencia de un dominio
C2B.
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Figura 2: Cierre del poro

Esta diferencia de un orden de magnitud se aclara mediante la descripcion
de las interacciones lipido-proteina a nivel molecular entre los diferentes
grupos de moléculas lipidicas y de proteina. En la figura 3a, hemos usado
una funcion de distribucion radial g(r) para cuantificar la coordinacion de
la region polibasica con las tres especies de lipidos en las bicapas (POPC,
POPS, y POP2) como una funcion de la distancia (r). Notablemente, la ma-
yoria de los lipidos POP2 estan en los alrededores (~ 0,6nm) de la region
polibasica, sefalando que KRLKKKKTTIKK coordina fuertemente con los
lipidos POP2.

Como una medida practica del agrupamiento de POP2, la figura 3b muestra
el numero de contactos (<0,6nm) entre beads POP2:POP2 promediado sobre
10 simulaciones libres e independientes desde el poro de fusion expandido.
Se puede observar que el poro de fusion con las membranas solas muestra
una cantidad significativamente menor de contactos POP2:POP2 (circulos
rojos), mientras que son sistematicamente incrementados en la presencia del
dominio C2B (cuadrados azules).
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Figura 3: Cuantificacion de los efectos del dominio C2B en los lipidos POP2.

Meétodos

Todas las simulaciones fueron realizadas con GROMACS-2018.3 bajo el
modelo de grano grueso MARTINI. Los perfiles de energia libre se calcula-
ron con umbrella sampling y WHAM.

Conclusiones

Hemos explorado el espacio de fases de la dinamica del poro de fusion
a lo largo de (1) la curvatura de membranas, (11) la fusion de membranas,
y (111) la nucleacion usando una coordenada de reaccion especialmente di-
seniada. Hemos demostrado que el dominio C2B de la sinaptotagmina-1 no
tiene efecto en la formacion del poro de fusion. Sin embargo, expandiendo el
poro de fusion, hemos observado cuantitativamente que la region polibasica
KRLKKKKTTIKK en C2B maneja las interacciones lipido-proteina que in-
ducen la formacion de grupos de POP2, los cuales colectivamente estabilizan
el poro de fusion expandido.



