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Resumen y Abstract VI

Resumen

Evaluacion in silico de la interaccion de la enzima Gamma-secretasa humana con

sus sustratos, y su posible mecanismo de reconocimiento

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la enfermedad neurodegenerativa mas
prevalente y se asocia con la produccion de péptidos amiloide-B (AB) por y-
secretasa (GS). Aunque su inhibiciéon farmacolégica ha fracasado por toxicidad
derivada del procesamiento de multiples sustratos, el mecanismo de
reconocimiento por GS sigue sin esclarecerse. Este estudio caracterizo in silico los
determinantes de reconocimiento de GS humana. Se compilé una lista actualizada
de 167 sustratos y 22 no sustratos y se analizaron sus regiones transmembrana
(TM) y yuxtamembrana (JM) mediante alineamientos multiples, descubrimiento de
motivos con MEME y modelos ocultos de Markov. En un subconjunto Gold-
estandar validado experimentalmente, se compararon estructuras predichas con
AlphaFold3 y se modelaron las interacciones GS-sustrato mediante dinamica
molecular dirigida (SMD). Los analisis de secuencia convergieron en el limite TM-
C/JMD-C como la regién mas discriminante, con enriquecimiento en Arg/Lys. Los
sustratos presentaron mayor carga neta, punto isoeléctrico e indice de Boman, y
una hidrofobicidad C-terminal mas negativa que los no sustratos (p<0,005). La
hidrofobicidad global, el momento hidrofébico y la conformacion tridimensional no
discriminaron entre grupos. En SMD, ningun descriptor dinamico aislado fue
discriminante; la discriminacion emergié de la coincidencia entre un registro
reciproco especifico del esqueleto peptidico y una geometria compatible con
catalisis, asociada a un acoplamiento persistente mediante cadena principal de
GIn112 de PS1 y a flexibilidad TM. En conjunto, el reconocimiento de GS depende

de caracteristicas integradas de secuencia, estructura y dinamica, concentradas



VIl Evaluacion in silico de la interaccion de la enzima Gamma-secretasa humana con
sus sustratos, y su posible mecanismo de reconocimiento

mayoritariamente en TM-C/JMD-C, constituyendo candidatos mecanisticos para

disefiar moduladores selectivos y reducir la toxicidad de las terapias anti-EA.

Palabras clave: Gamma-secretasa, enfermedad de Alzheimer, dinamica molecular,
interacciones de proteinas de membrana, proteina precursora amiloide, AlphaFold3,

modelado estructural
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Abstract

In silico evaluation of the Gamma-secretase enzyme interaction with its substrates,

and its possible recognition:

Alzheimer’s disease (AD) is the most prevalent neurodegenerative disease and is
associated with the production of amyloid-f3 (AB) peptides by y-secretase (GS). Although
its pharmacological inhibition has failed because of toxicity resulting from the processing of
multiple substrates, the mechanism underlying substrate recognition by GS remains
unclear. This study characterized, in silico, the determinants of human GS substrate
recognition. An updated list of 167 substrates and 22 non-substrates was compiled, and
their transmembrane (TM) and juxtamembrane (JM) regions were analyzed using multiple
sequence alignments, motif discovery with MEME, and hidden Markov models. In a Gold-
standard subset experimentally validated in humans, predicted structures were compared
using AlphaFold3, and GS—substrate interactions were modeled through steered molecular
dynamics (SMD). Sequence analyses converged on the TM-C/JMD-C boundary as the
most discriminative region, characterized by enrichment in Arg/Lys residues. Substrates
exhibited higher net charge, isoelectric point, and Boman index, as well as more negative
C-terminal hydrophobicity, than non-substrates (p<0.005). Global hydrophobicity,
hydrophobic moment, and predicted three-dimensional conformation did not discriminate
between groups. In SMD, no single dynamic descriptor was discriminative; discrimination
emerged from the coincidence of a specific reciprocal peptide-backbone register with a
catalytically compatible geometry, associated with persistent backbone-mediated
engagement of PS1 GIn112, and TM flexibility. Overall, GS substrate recognition depends
on integrated sequence, structural, and dynamic features, concentrated predominantly in
the TM-C/JMD-C region, providing mechanistic candidates for the rational design of

selective modulators and for reducing the toxicity of AD-targeted therapies.
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Introduccion

La vy-secretasa (GS) es una aspartilproteasa intramembranal tetramérica
responsable de la hidrdlisis de proteinas transmembranales de tipo | y de otras proteinas
con caracteristicas estructurales similares (Glner & Lichtenthaler, 2020; Wolfe, 2025).
Gracias a su capacidad para procesar una amplia variedad de proteinas de distintas
familias, GS participa en numerosos procesos fisiolégicos esenciales para la funcion
celular y el desarrollo (Du et al., 2025; Perdok et al., 2024). Entre los procesos biolégicos
regulados directa o indirectamente por la actividad de GS se encuentran el desarrollo
embrionario, la diferenciacion celular, la angiogénesis, la transmisién sinaptica y diversos
mecanismos de sefalizacion intracelular (Essayan-Perez & Sidhof, 2023; Jurisch-Yaksi
et al., 2013; Luo & Li, 2022; Sardi et al., 2006).

Se han reportado mas de 150 sustratos de GS, numero que continia aumentando
con el avance de las técnicas experimentales de identificacidn y caracterizacion de
proteinas (Hou et al., 2023; Ikeuchi & Sisodia, 2003; Julian et al., 2009; Lastun et al., 2016;
Merilahti et al., 2017; Nyborg et al., 2006; Yurrita et al., 2014) Esta diversidad funcional ha
llevado a denominar a la enzima como el "proteasoma de la membrana" o las "tijeras de la
membrana”, en alusion a su papel como regulador central del procesamiento proteico
intramembranal (Hemming et al., 2008; E. Wong et al., 2020). Entre sus sustratos mas
estudiados se encuentran receptores y proteinas de senalizacion como Notch, ErbB4 y
CD44, asi como el fragmento carboxilo-terminal de la proteina precursora amiloide (APP),
conocido como C99 (De Strooper et al., 1998; Gu et al., 2001; Murakami et al., 2003; Ni
et al., 2001; Okochi et al., 2002; Scheinfeld et al., 2002).

El procesamiento proteolitico de C99 por GS genera péptidos p-amiloide (AB) de
diferentes longitudes, incluyendo AB4o y AB42, ampliamente estudiados por su asociacién

con la enfermedad de Alzheimer (EA) (Hampel et al., 2021; Hur, 2022; Szaruga et al.,
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2017). Particularmente, ABs> presenta una elevada tendencia a agregarse formando
oligdbmeros y depdsitos extracelulares conocidos como placas amiloides, que junto con los
ovillos de proteina Tau hiperfosforilada, son los principales sellos neuropatolégicos de la
EA (Cras et al., 1991; lwatsubo et al., 1994; Selkoe & Hardy, 2016). Las placas amiolides
y los ovillos neurofibrilares de tau hiperfosforilada (ONF) contribuyen conjuntamente al
inicio y la progresion de la EA. Sin embargo, su interaccion patolégica, efectos sinérgicos
y si alguno de ellos actia como iniciador de la cascada en la EA es un area activa de
investigacion (Abdulkhaliq et al., 2026). La hipétesis de la cascada amiloide propone que
la acumulacion progresiva de especies amiloidogénicas inicia una serie de eventos
patolégicos, incluyendo neuroinflamacion, disfuncién sinaptica, formacion de ONF v,
finalmente, neurodegeneracion, ha sido ampliamente estudiada (Hardy & Selkoe, 2002; P.
P. Liu et al., 2019; Selkoe & Hardy, 2016), e incluso es objeto de debate en la actualidad
(Castellani et al., 2025; Kepp et al., 2023).

Como consecuencia de la relevancia de GS en la generacién de AR, la enzima ha
sido considerada durante décadas un objetivo terapéutico para la EA. Los inhibidores de
GS (GSI) fueron inicialmente desarrollados con el propésito de reducir la produccién de AB
(Golde et al., 2013). Sin embargo, su capacidad para inhibir globalmente la actividad de la
enzima también afectaba el procesamiento de otros sustratos fisioldgicamente esenciales,
en particular NOTCH (L. S. Schneider et al., 2014; Wolfe, 2014). Los resultados obtenidos
con estos compuestos evidenciaron que la reducciéon de la produccion de AB no es
suficiente para garantizar un beneficio terapéutico y que la inhibicion indiscriminada de GS
puede producir efectos adversos clinicamente relevantes. Un ejemplo representativo fue
Semagacestat, cuyo desarrollo clinico se interrumpi6é debido a la ausencia de beneficio
clinico y al deterioro de determinados desenlaces cognitivos y funcionales (Doody et al.,
2013).

Estas limitaciones impulsaron el desarrollo de moduladores de GS (GSM), cuyo
proposito es modificar el patron de procesamiento de APP y favorecer la disminucion de
especies de AB con mayor potencial amiloidogénico sin abolir completamente la actividad
proteolitica de la enzima (Du etal., 2025; Hardy & Selkoe, 2002; Nie et al., 2020;
Rynearson et al., 2021; E. Wong et al., 2020). Aunque esta estrategia representa un
enfoque conceptualmente mas selectivo, la experiencia clinica también ha manifestado
dificultades relacionadas con la eficacia, la tolerabilidad y la selectividad de los compuestos

dirigidos a GS. Por consiguiente, el reto terapéutico no consiste Unicamente en reducir la
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actividad de GS, sino en modificar de manera selectiva el procesamiento de determinados
sustratos asociados con procesos patolégicos mientras se conservan las funciones
fisiolégicas de la enzima. Esta necesidad adquiere relevancia adicional debido a la
participacién de GS y de sus sustratos en otros contextos patolégicos, incluidos distintos
tipos de cancer (McCaw et al., 2021; Ran et al., 2017; Song et al., 2023).

Comprender los mecanismos moleculares que determinan el reconocimiento y
procesamiento de los sustratos de GS constituye un aspecto fundamental tanto para la
biologia estructural de la enzima como para el desarrollo racional de estrategias
terapéuticas mas selectivas. El estudio de estas interacciones se ha beneficiado de los
avances en bioinformatica estructural, modelado molecular y simulacion de dinamica
molecular, herramientas que permiten caracterizar interacciones intermoleculares y
cambios conformacionales con una resoluciéon temporal y espacial dificil de alcanzar
mediante aproximaciones experimentales convencionales (Aguayo-Ortiz et al., 2017; Do,
Malvankar, et al., 2023; Hitzenberger et al., 2020; Hitzenberger & Zacharias, 2019b; Miao
& Wolfe, 2025; Truong et al., 2024).

Asi, la comprension de los mecanismos moleculares que determinan el
reconocimiento y procesamiento de los sustratos de GS constituye un aspecto fundamental
para establecer las bases de la especificidad de esta proteasa. Determinar como una
misma enzima reconoce y procesa un conjunto amplio y estructuralmente diverso de
proteinas transmembranales resulta relevante tanto para la comprensién de su funcién
biolégica como para el desarrollo racional de estrategias dirigidas a modificar

selectivamente su actividad.






Planteamiento del problema

A pesar de los avances significativos en la caracterizacion estructural y funcional
de GS, persisten interrogantes fundamentales sobre los mecanismos moleculares que
rigen el reconocimiento de sus numerosos sustratos. La relevancia de este problema
trasciende el ambito de la caracterizacién basica de la enzima, debido a que el
procesamiento de sustratos como C99 y NOTCH esta relacionado tanto con funciones
fisiolodgicas esenciales como con procesos patolégicos implicados en enfermedades
neurodegenerativas y distintos tipos de cancer (lkeuchi & Sisodia, 2003; Sanabria-Castro
et al., 2017; Song et al., 2023; Taniguchi et al., 2003; Yang et al., 2019; Yong et al., 2019).
En particular, la experiencia obtenida con GSlIs destinados a reducir la generacion de AB
demostro que la alteracion simultanea del procesamiento de multiples sustratos fisiolégicos
puede conducir a efectos adversos incompatibles con una intervencion terapéutica segura
(G. F. Chen etal., 2017; L. S. Schneider et al., 2014; Wolfe, 2014).

Se han identificado algunas caracteristicas generales compartidas entre distintos
sustratos de GS, como una topologia transmembranal de tipo | y un ectodominio
relativamente corto (Guner & Lichtenthaler, 2020). Sin embargo, estas propiedades no
explican por si solas como la enzima discrimina entre proteinas transmembranales
susceptibles de procesamiento y aquellas que no son procesadas o cuya susceptibilidad
al procesamiento es muy baja. Los determinantes secuenciales, estructurales y
fisicoquimicos que contribuyen a esta discriminacion permanecen, por tanto,

insuficientemente caracterizados.

Los estudios mecanisticos computacionales realizados hasta el momento se han
concentrado principalmente en sustratos de alto interés, particularmente C99 y NOTCH
(Bhattarai et al., 2020; Dehury et al., 2020; Guzman-Ocampo et al., 2023). Estos trabajos
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han permitido identificar caracteristicas particulares de las interacciones entre GS y
determinados sustratos; sin embargo, los resultados disponibles aun no se han integrado
en un modelo general capaz de explicar el reconocimiento de un conjunto amplio y
estructuralmente diverso de proteinas transmembranales. En este sentido, se han
propuesto determinados rasgos diferenciadores entre sustratos y no sustratos, entre ellos
modificaciones postraduccionales como la palmitoilacién en regiones C-terminales
citosdlicas y determinadas propiedades fisicoquimicas identificadas mediante
aproximaciones computacionales e inteligencia artificial (ARfalg et al., 2024; Breimann
et al., 2025; Hemming et al., 2008; Hogl et al., 2011; Werner et al., 2023). No obstante,
estos hallazgos representan determinantes o caracteristicas candidatas que todavia no
permiten establecer una explicacién integrada y generalizable del proceso de

reconocimiento.

Esta brecha de conocimiento se ve acentuada por el hecho de que el repertorio de
sustratos de GS continda ampliandose a medida que se generan nuevas evidencias
experimentales (Breimann et al., 2025; Guner etal., 2022; Steiner etal., 2026). El
incremento del numero de sustratos conocidos sugiere que el panorama actual de
proteinas procesadas por la enzima todavia es incompleto y dificulta la identificacion de
patrones generales mediante el andlisis individual de sustratos. A ello se suma la
complejidad experimental asociada al estudio sistematico de proteinas integrales de
membrana, lo que limita la posibilidad de caracterizar de manera exhaustiva las

interacciones entre GS y un conjunto amplio de proteinas.

Asi, permanece sin elucidarse por completo si los sustratos de GS comparten
patrones moleculares identificables en sus regiones transmembranales (TM) vy
yuxtamembranales (JM) que contribuyan a su reconocimiento y que permitan diferenciarlos
de proteinas que no son procesadas por la enzima. De manera complementaria, no se
encuentra suficientemente establecido cuales de las caracteristicas observadas estan
directamente relacionadas con el reconocimiento de sustratos y cuales corresponden a
propiedades generales de las proteinas transmembranales. La ausencia de una
caracterizacion comparativa y sistematica de estas propiedades limita la definicion de
determinantes de especificidad y, en consecuencia, la posibilidad de utilizar este
conocimiento para orientar el desarrollo de estrategias farmacolégicas mas selectivas
dirigidas a GS.
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Las herramientas de analisis de secuencias, bioinformatica estructural, modelado
y dinamica molecular permiten estudiar de manera comparativa las caracteristicas
estructurales, fisicoquimicas y dinamicas de las interacciones entre proteinas de
membrana y complejos macromoleculares (Aguayo-Ortiz et al., 2017; Do, Malvankar,
et al., 2023; Hitzenberger et al., 2020; Hitzenberger & Zacharias, 2019b; Miao & Wolfe,
2025; Truong etal.,, 2024). Estas aproximaciones ofrecen, por tanto, una estrategia
complementaria para investigar las bases moleculares del procesamiento de sustratos,
contribuyendo a identificar caracteristicas recurrentes en las regiones TM y JM de los
sustratos y a establecer diferencias respecto de proteinas no sustrato o que presentan

procesamiento altamente ineficiente por GS.

En este contexto, la presente tesis aborda la brecha existente en el conocimiento
de los determinantes moleculares del reconocimiento de sustratos por GS mediante un
enfoque integrativo que combina andlisis de secuencias, modelado estructural vy
simulaciones de dinamica molecular. Se analizard un conjunto de sustratos de GS
reportados y validados experimentalmente, junto con proteinas transmembranales
seleccionadas como no sustratos, con énfasis en las regiones TM y JM y en sus patrones
de interaccién con el complejo enzimatico. El propédsito es identificar caracteristicas
moleculares recurrentes y posibles regiones de interaccidn asociadas con el
reconocimiento de sustratos, contribuyendo asi a la formulacién de hipétesis mecanisticas

susceptibles de validacién experimental.

La identificacion de estos determinantes permitira avanzar desde el analisis
individual de las interacciones GS-sustrato hacia una comprensién comparativa de los
principios moleculares que subyacen a la especificidad de la enzima. A largo plazo, este
conocimiento podria contribuir al establecimiento de criterios estructurales y moleculares
para el desarrollo racional de moduladores de GS con mayor selectividad, capaces de
modificar el procesamiento de sustratos asociados con procesos patoldgicos sin

comprometer las funciones fisioldgicas del complejo enzimatico.
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Capitulo 1

1.1 Hipotesis

Los sustratos de GS tienen motivos o caracteristicas de reconocimiento en comun
en sus regiones transmembranal y yuxtamembranales, las cuales les permiten ser
identificados y procesados por GS.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

= Evaluar in silico la interaccion de la y-Secretasa con sus sustratos en Homo

sapiens y sus posibles sitios de reconocimiento y procesamiento.

1.2.2 Objetivos especificos

= Crear una base de datos actualizada con las proteinas sustrato reportadas como
sustratos de y-Secretasa en Homo sapiens y las posibles regiones de las mismas que
interactuan con la enzima.

» Modelar el posible reconocimiento de los sustratos de y-Secretasa en su region
transmembranal y yuxtamembranal.

= Sugerir posibles motivos de reconocimiento en los sustratos de y-Secretasa y sus

probables sitios de corte.
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1.3 Marco teodrico

1.3.1 Enfermedades neurodegenerativas, demencias y

enfermedad de Alzheimer

Las enfermedades neurodegenerativas constituyen un grupo heterogéneo de
trastornos caracterizados por la pérdida progresiva de poblaciones neuronales especificas.
Entre ellas, las demencias representan la principal causa de discapacidad y dependencia
en adultos mayores. Segun las estimaciones del Global Burden of Disease Study 2019, el
numero de personas con demencia aumentaria de 57.4 millones en 2019 a mas de 150
millones en 2050 (Figura 1), atribuyéndose este incremento principalmente al
envejecimiento de la poblacion (Aranda et al., 2021; Nichols et al., 2022). La EA es laforma
mas comun de demencia y, segun la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2025),
contribuye en un 60-70% al numero total de casos de demencia. Al mismo tiempo, vale
resaltar que una parte considerable de las demencias presenta patologias mixtas
coexistentes que reducen el umbral para la expresion clinica de la demencia (Kapasi et al.,
2017), lo que complica el diagnéstico y refuerza la necesidad de comprender los

mecanismos moleculares subyacentes.
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Figura 1. Variacion porcentual entre 2019 y 2050 en el nimero de personas con demencia
de todas las edades por pais.
Tomado de (Nichols et al., 2022)

En el contexto colombiano la prevalencia de demencia es particularmente
considerable. Colombia posee una relevancia cientifica singular al tener la poblacién de
EA familiar de inicio temprano mas grande del mundo. Esta poblacion antioquefa es
portadora de la mutacion E280A en Presenilina 1 (PS1) (la subunidad catalitica de GS)
también llamada “mutacion paisa” (Lopera et al., 1997). Este hecho conecta directamente
con el estudio de esta subunidad de GS en el contexto del presente trabajo, y motiva un

analisis detallado de como la enzima reconoce sus sustratos.

La EA es una enfermedad multifactorial, que involucra genética, envejecimiento y
factores ambientales, caracterizandose por un declive progresivo de la funcién cognitiva,
inicialmente en memoria episddica y funciones ejecutivas, seguido por afectacion del
lenguaje, la praxis y las actividades de la vida diaria, con un importante impacto en la
calidad de vida de los pacientes y sus cuidadores (2025 Alzheimer’s disease facts and
figures”, 2025). Neuropatoldogicamente, la EA se caracteriza por la acumulacion

extracelular de placas amiloides neurotdxicas, también llamadas placas amiloides,
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compuestas de péptidos AR agregados entre si y a la presencia extracelular de ONFs de
proteina Tau hiperfosforilada en el parénquima cerebral (Bloom, 2014). La hipdtesis
amiloide, postula que el desequilibrio entre produccion y depuraciéon de AR, en particular
de las especies agregables como AB42, constituye un evento iniciador de la cascada
patolégica. Aunque recientemente esta hipotesis ha sido objeto de debate, la evidencia
genética la respalda de forma robusta: las mutaciones en los genes APP, PSEN1y PSEN2
que causan EA familiar (EAF) de inicio temprano alteran el procesamiento de APP por GS,
incrementando tipicamente la proporcion AB42/AB4o (Selkoe & Hardy, 2016). Dependiendo
de si la EA se genera por mutaciones en los genes mencionados, o si surge de la suma de
factores como edad, genéticos, ambientales y metabdlicos, esta puede ser clasificada
como EAF, o EA esporadica (EAE), respectivamente (Quan et al., 2023). Cabe resaltar
que, ademas de la acumulacion de placas de AR y ONF, diversos mecanismos que
involucran el estrés oxidativo, la neuroinflamacion, la disfuncién mitocondrial y la disfuncién

sinaptica, estan implicados en la patogénesis de la EA (Ratan et al., 2023).

En este orden de ideas, la etiologia de la EA sigue siendo un area activa de
investigacion. Se han presentado teorias que le atribuyen la etiologia de la EA a la
reduccion de la colina acetiltransferasa, la despolimerizacion de los microtubulos generada
por la fosforilacion de la proteina Tau afectando la transmision de sefiales a nivel neuronal,
y al estrés oxidativo, por lo que la etiologia de la EA aun genera debate entre la comunidad

cientifica a nivel mundial (P. P. Liu et al., 2019).

1.3.2 Gamma-secretasa, el proteosoma de la membrana

La GS es una aspartilproteasa intramembranal constituida por cuatro subunidades
proteicas que le permiten ejercer su funcion catalitica, y es expresada de manera ubicua
en Homo sapiens (Hébert et al., 2004). Sus cuatro subunidades integrales de membrana
son: su subunidad proteolitica llamada Presenilina 1/2 (PS1 o PS2), Nicastrina (NCT),
Anterior Pharynx-Defective 1 (APH-1) y Potenciadora de Presenilina 2 (PEN2) (Figura 2.
E) (Guner & Lichtenthaler, 2020; Nie et al., 2020). Los componentes principales de GS,

PS1 o0 PS2, se expresan ubicuamente en todos los tejidos, sin embargo, solo un pequefio
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porcentaje de estos esta involucrado con un complejo GS activos (Lai et al., 2003). La
subunidad NTC cuenta con un unico paso transmembranal y un dominio extracelular (Bai,
Yan, etal., 2015), que genera el impedimento estérico necesario para actuar como el
guardian de entrada al complejo de GS (Bolduc et al., 2016). NCT tipicamente solo deja
ingresar al complejo proteinas con un ectodominio de menos de 75 aminoacidos (Guner
et al., 2022; Lichtenthaler et al., 2018), haciendo necesaria la intervencion de 3-secretasa
(BACE) para el corte de sustratos de una longitud superior, cuyos fragmentos resultantes

seran procesados por GS (Figura 2. A-C).
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Figura 2. Protedlisis intramembrana mediada por la y-secretasa.
(A) Via de procesamiento amiloidogénico de la APP. Los simbolos griegos indican los cortes de la
APP en el sitio B por la B-secretasa, liberando el ectodominio soluble de la APP (sAPPR), y los
cortes secuenciales de la y-secretasa en los sitios €, { y vy, liberando los productos de escision ARy
AICD. (B) Escisiones secuenciales de C99 en especies de AB mediadas por y-secretasa. Los
simbolos griegos indican los cortes los sitios €, { y y mediante los cuales se generan las especies
de AP indicadas, siguiendo una linea de productos mayoritarios y otra de minoritarios. El péptido
mayoritario AB40 aparece en negrita, mientras que las especies patogénicas AB42 y ABas se
muestran en rojo. (C) Tipos de sustratos de la y-secretasa. Los sustratos establecidos comprenden
proteinas de membrana de paso Unico con un extremo N-terminal extracelular (Nout) de tipo | o tipo
lll (es decir, sintetizadas con o sin secuencia sefal, respectivamente). Los sustratos de tipo |
requieren una enzima de desprendimiento (sheddasa) para eliminar una gran parte de su dominio
extracelular (DEC), generando un fragmento C-terminal (CTF) que posteriormente es escindido por

la y-secretasa; en cambio, los sustratos de tipo lll, que poseen ectodominios naturalmente cortos,
son escindidos por la y-secretasa como proteinas de longitud completa. Tras la escision por la y-

peN2 NTF
Presenilin
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secretasa, algunos dominios intracelulares (DIC) de los sustratos se translocan al nucleo y
participan en la regulacién de la transcripcion. (D) Topologia transmembrana de la PS1, la
subunidad catalitica de la y-secretasa. Los fragmentos NTF y CTF se resaltan en azul y cian,
respectivamente. Los residuos de aspartato del sitio activo se representan en rojo. (E) Estructura
del complejo y-secretasa (PDB 5FN3) obtenida por criomicroscopia electrénica (Cryo-EM),
mostrada en representacion de superficie (panel izquierdo) y de cinta o caricatura (panel derecho).
Los fragmentos NTF y CTF de la PS1 se colorean como en D; NCT se muestra en verde, PEN-2 en
amarillo y APH-1 en magenta. Los residuos de aspartato del sitio activo se representan como
esferas rojas. Tomada de (Steiner et al., 2026)

La subunidad PS1 cuenta con la funcion catalitica de la enzima, ademas de ayudar
con el ensamblaje de la GS, mientras que la subunidad APH-1 se encarga de la
estabilizacion de PS1/2 y NCT en la superficie celular (Goutte et al., 2002), y la subunidad
PEN2 es necesaria tanto para la expresion de PS1 tanto como para la maduraciéon de NCT
(Figura 2. E). PS1 sufre una autoescision facilitada por PEN2 en el lazo intracelular entre
sus hélices TM6 y TM7, generando un fragmento N-terminal TM1-6 y un fragmento C-
terminal TM7-9. Dos residuos aspartato transmembrana, Asp257 y Asp385, contenidos en
sus motivos conservados YD y LGxGD, estan situados en el TM6 y TM7 de PS1
respectivamente (Beel & Sanders, 2008), conforman la diada catalitica esencial para la
maduracién de PS1/2 y la actividad proteolitica, (Figura 2. D) (De Strooper, 2003; Steiner
et al., 2002, 2026).

La hidrdlisis del enlace peptidico escindible por parte de esta diada catalitica sigue,
de acuerdo con las aproximaciones de mecanica cuantica y de dinamica multiescala mas
recientes, un mecanismo acido-base general de dos pasos (Figura 3). En el paso |, uno de
los dos aspartatos (protonado) actia como acido general y dona su protén al oxigeno
carbonilico del enlace escindible, polarizandolo, mientras que el aspartato desprotonado
actua como base general, sustrayendo un protén de una molécula de agua y activandola
como nucledfilo; esto genera un intermediario tetraédrico transitorio (gem-diol) en el
carbono carbonilico. En el paso Il, el aspartato que activo el agua dona su protdn al atomo
de nitrégeno del enlace peptidico, mientras que el aspartato opuesto reabsorbe un protén
del gem-diol, completando asi la ruptura del enlace (Singh et al., 2009; Wu et al., 2024).
Cabe resaltar que la identidad del aspartato que se protona en la enzima nativa continua
siendo objeto de debate activo: mientras que Bhattarai et al. (2020) y Wu et al. (2024)
sefialan a Asp257 como el sitio preferente de protonacion (con una barrera de formacion

del gem-diol ~2 kcal/mol menor que si se protona Asp385), otras aproximaciones de
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simulacion a pH constante y de dinamica dirigida, incluyendo el servidor GS-SMD que se
emplea en esta tesis (véase 1.3.7.2), han sugerido o implementado la protonacion de
Asp385 (Do, Devkota, et al., 2023; Guzman-Ocampo et al., 2023; Orzel et al., 2023). Esta
discrepancia debe entenderse como un punto mecanisticamente abierto y no como un

hecho resuelto.
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Figura 3. Mecanismos acido-base sugeridos para la hidrélisis de enlaces peptidicos por
aspartato proteasas.

(A) Mecanismo general de dos pasos via un intermediario tetraédrico gem-diol. (B) Aplicacion
especifica al enlace escindible de C99 (sitio €) por la diada catalitica Asp257/Asp385 de
PS1.Tomado de (Singh et al., 2009; Wu et al., 2024).

El estado de protonacion de los aspartatos puede determinar cédmo procede la
reaccion (Coates etal., 2006) No obstante, aun no hay consenso sobre cual es el
aspartato de la diada catalitica que se protona. Algunas aproximaciones por simulacion de
dinamica molecular (DM) y DM gaussiana acelerada (GaDM) han sugerido que Asp257 es
preferido para la protonacién (Aguayo-Ortiz et al., 2019; Bhattarai et al., 2020). Mientras
que otros estudios que usaron MD, calculos de pKa, y simulaciones a pH constante,
sugieren que D385 es mas propenso a ser protonado que Asp257 (Do, Devkota, et al.,

2023; Guzman-Ocampo et al., 2023).
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1.3.3 Protedlisis intramembranal y procesamiento por Gamma-
secretasa

GS cataliza la hidrodlisis de enlaces peptidicos dentro del entorno hidrofébico de la
bicapa lipidica, un proceso que requiere el reconocimiento del dominio transmembrana
(TMD) del sustrato, su entrada lateral al sitio activo acuoso interno y el desenrollamiento
parcial de la hélice-a para exponer el enlace escindible (Wolfe, 2020b). La activacion de
GS y posterior protedlisis por GS ha sido reportada como un proceso extremadamente

lento, teniendo una constante catalitica (kcat) estimada de apenas 1.9 h™' (Bolduc et al.,

2016).

Como se menciond anteriormente, GS es una reconocida participante en el
procesamiento de APP, y este es su sustrato mas ampliamente estudiado, y también
especial. Entre todos los sustratos con sitios de corte reportados experimentalmente, APP
es el unico sustrato cuyo procesamiento ha sido reportado como secuencial (Glner &
Lichtenthaler, 2020).

APP puede ser procesada por dos vias: la via amiloidogénica y la no
amiloidogénica (Figura 4). En la via no amiloidogénica, a-Secretasa (ADAM) escinde a
APP dejando un péptido carboxilo terminal de 83 aminoacidos de longitud (C83) y un
fragmento de APP soluble (sAPPa), posteriormente C83 es procesado por GS y generando
AB17-40142 (p3), cuya longitud corta de 24-26 residuos no genera agregacion (Hampel et al.,
2021). Mientras, en la via amiloidogénica, la encargada de hacer el primer corte al sustrato
es BACE-1, dejando un extremo carboxilo terminar de 99 aminoacidos de longitud (C99).
La escision endoproteolitica inicial de C99 ocurre en el sitio € cerca al borde
citoplasmatico. Al darse este primer corte, se libera el dominio intracelular de APP (AICD),
el cual controla la expresion de proteinas a nivel transcripcional (Multhaup et al., 2015), y
péptidos amiloides de longitud larga (ABsr-43), relacionadas con la formacion de las placas

amiloides toxicas. La escision € es heterogénea y puedeocurrir en dos posiciones,
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generando ABag (+ AICDsp-99) 0 ABas (+ AlCDag-g9) (Figura 2. B-C) (Fukumori et al., 2020;
Takami et al., 2009).

Non-amyloldogenic Amyloidogenic
sAPPa &4 - = SAPPB
Presenilin 1 or 2
Nicastrin
?002«”?7 e y
A BACE1 APH-1 A
= . £ ! ,
ca3 APP APP co9 AICD

Figura 4. Representacion del procesamiento de APP a través de la via amiloidogénica y no
amiloidogénica.

En la via no amiloidogénica (izquierda) la enzima ADAM corta a APP generando C83. Mientras que
en la via amiloidogénica (derecha) BACE1 corta a APP dejando a C99 para ser procesado por GS.
Tomado de (Hampel et al., 2021)

Después del corte ¢, el extremo C-terminal de APP es recortado de manera
procesiva (cortes (), cada dos o tres residuos (actividad tipo carboxipeptidasa), a lo largo
de dos lineas de producto principales: la linea ABso—ABss—ABaz—AB4w0 (—AB37) y la linea
ABss—ABss—ABs2—AB3s (Figura 2. B) (Takami et al., 2009). El ultimo corte realizado por
GS en APP se denomina corte y. De esta manera, es el responsable de generar ABs7.3
dependiendo del reconocimiento que tenga del fragmento carboxilo terminal (Funamoto
et al., 2020; Hur, 2022).

Hasta la fecha, se han identificado mas de 300 mutaciones relacionadas con EAF
en el gen PS1, estas pueden aumentar la longitud del fragmento resultante AB del corte vy,
afectando entonces la relacion AB42/AB4o (Hur, 2022; Szaruga et al., 2017), y favoreciendo

la formacion de placas amiloides.
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Las estructuras crioEM de la GS unida a APP-C99, AB4s, ABssy ABss (Guo et al.,
2024; Zhou et al., 2019) (PDB 8X54, 61YC y estructuras relacionadas) revelaron que, en
cada paso, el sustrato presenta las mismas caracteristicas estructurales: una hélice a
transmembrana, un enlace de tres residuos y una hebra 3 que forma una lamina  hibrida
con la PS1; tras cada escision, la hélice se desenrolla (Figura 5. C, E). Es fundamental
subrayar que estas lineas de producto y este mecanismo procesivo estan demostrados
para APP; su extrapolacién a otros sustratos, aunque plausible, no ha sido confirmada
experimentalmente para la mayoria de ellos, dado que aun no se han identificado los

pequenos péptidos subproducto para sustratos distintos de APP.

Nicastrin

A9 —+ARSE

09 —=AR49

Figura 5. Reclutamiento y procesamiento del sustrato por parte de y-Secretasa.

(A) Paso del sustrato C99 al sitio activo de GS. Regiones de exositio (EXS) y sitio de anclaje (DS)
se marcan en circulos rojos. (B) Estructuras Cryo-EM de y-secretasa en Complejo con C83 (PDB
61YC) en representacion de superficie (izquierda) y cartoon (derecha). C83 se muestra en naranja.
(C) Vista magnificada de la lamina-$ hibrida en la estructura cryo-EM (D) Geometria activamente
catalitica capaz de cortar sustrato APP C83 en el enlace carbonilo del aminoacido L49 con una
molécula de agua cuando Asp257 se encuentra protonado, basado en (S. Y. Chen et al., 2023).
Aspartatos cataliticos de PS1 y L49 del sustrato en varillas. (E) Vistas magnificadas de la lamina-8
hibrida en estructuras cryo-EM de y-secretasa en complejo con APP C99 (PDB 8X54), AB49 (PDB
8X52), y ApB46 (PDB 8X53). Los residuos del sustrato que comprenden los respectivos enlaces
peptidicos escindibles se resaltan en las estructuras como varillas y se etiquetan en rojo. (F) Vista
ampliada de C99 en el canal de union al sustrato de y-secretasa. Los residuos de PS1 que forman
enlaces de hidrégeno con el sustrato se muestran como varillas. Se indican los TMD de PS1 que
rodean el sustrato (naranja). En C y E se indican las hebras  de PS1 (B1, B2) y el sustrato (83) que
forman la hoja 3 hibrida y el TMD6a de PS1 que interactua, al igual que la posicién de los residuos
cataliticos (rojo) enlos TMD 6y 7. En 61YC la enzima es cataliticamente inactiva (mutacioén del sitio
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activo) y el sustrato se estabilizo mediante enlace disulfuro artificial. Tomado de (Steiner et al.,
2026).

1.3.4 El sustratoma de y-secretasa

El descubrimiento de que GS no se limitaba a procesar solamente APP se dio de
forma progresiva. Tras el establecimiento de APP como sustrato (De Strooper et al., 1998),
los otros sustratos clave, como los receptores Notch (NOTCH1-4), cadherina E, CD44,
entre otros, fueron siendo identificados a lo largo de la siguiente década mediante ensayos
individuales de inhibicién farmacolégica con DAPT, o de knock-out genético, seguidos de
la deteccion del fragmento acumulado por Western blot. Para 2008, ya se habian reportado
en la literatura mas de 90 sustratos de GS (Beel & Sanders, 2008), cifra que continud y
continia expandiéndose considerablemente, pues se han refinado los métodos
experimentales y las aproximaciones computacionales han permitido sugerir fuertes

candidatos a sustrato (Steiner et al., 2026).

GS procesa un numero amplio de sustratos; la revisién de Guner y Lichtenthaler
(2020) compil6 una lista de 149 sustratos validados experimentalmente de GS identificados
hasta esa fecha (Figura 6. E), mientras que estudios protedmicos como el de Hou et al
(2023) sugirieron en sus fechas que existen al menos otros 59 sustratos mas. Asi, ademas
de APP y NOTCH1-4, el sustratoma de GS estd compuesto por, mas no limitado a,
receptores de membrana, ligandos de estos receptore, proteinas estructurales y de
adhesion (Figura 6. F) (Steiner et al., 2026).
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Figura 6. Firma fisicoquimica de los sustratos de la y-secretasa y del sustratoma de la y-
secretasa.

(A) Logos de secuencia para sustratos conocidos de la y-secretasa (izquierda) y no sustratos
(derecha), basados en (Breimann et al., 2025); limites TMD anotados con TMHMM (Krogh et al.,
2001). La escala de puntuacion de bits en la parte superior indica la conservacién de la secuencia
por posicion, medida como contenido de informacion en bits, que va de 0 (los 20 aminoacidos tienen
la misma probabilidad) a un maximo teérico de ~4,32 bits (log2(20); solo se observa un aminoacido).
(B) Mapa de caracteristicas CPP que muestra las diferencias medias de los valores de las
caracteristicas (sustratos frente a OTROS) por posicion de residuo y subcategoria de la escala
AAontology (Breimann et al., 2024), donde OTROS, utilizado como conjunto de referencia/fondo, es
un subconjunto con redundancia reducida del proteoma N-out que contiene Unicamente proteinas
con estado de sustrato desconocido. Las barras grises indican la importancia acumulativa de las
caracteristicas por subcategoria (derecha) y posicion de residuo (arriba). Los cuadrados negros
marcan posiciones con importancia de caracteristica superior al 0,2 %. (C) Estructura (arriba) de
APP en el estado helicoidal no unido (PDB 2LLM, verde) y en el estado extendido unido a la y-
secretasa en el que los sitios de escision ¢ (flechas rojas) estan expuestos y se forma una hebra 8
que abarca la region de interfaz intracelular/TMD (PDB 61YC, naranja). La parte C-terminal de APP
no unida que experimenta una transicion conformacional al unirse se indica con un recuadro
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punteado. Esquema (abajo) del equilibrio conformacional entre coil, hélice y hebra, destacando la
transicion de hélice a hebra de los estados no unido (verde) a unido (naranja). Los residuos de los
sitios de escision € se muestran como varillas. (D) Perfil CPP-SHAP para APP, que muestra el
impacto acumulativo de la caracteristica (positivo en rojo, negativo en azul) por posicion de residuo
a través de sus regiones JMD y TMD. El sitio de escision € (para la linea de productos principal que
comienza con AB49) esta marcado por una flecha. En A, B y D, cada recuadro negro resalta la
misma region de secuencia alrededor del sitio de escision €. Los logos de secuencia A, el mapa de
caracteristicas de CPP B y el D perfil CPP-SHAP se crearon utilizando AAanalysis (Breimann, 2025)
v1.0.3. (E) Linea de tiempo del descubrimiento de sustratos de y-secretasa que incluye sustratos
conocidos (validados experimentalmente) y predichos computacionalmente. El nUmero acumulado
de sustratos se muestra para los sustratos conocidos (azul) y predichos (verde). Los sustratos clave
(seleccionados por su importancia histérica, mecanicista o clinica) estan resaltados con el afio de
descubrimiento. (F) Distribucién de las clases de proteinas funcionales definidas por su funcion
molecular en la base de datos Membranome (Lomize et al., 2022) para todas las proteinas anotadas
en Membranome en tres grupos de proteinas: el proteoma N-out humano (gris), sustratos conocidos
(azul) y sustratos predichos (verde). Las barras representan la proporcion relativa de clases de
proteinas dentro de cada grupo de proteinas, y los nimeros sobre las barras indican porcentajes
redondeados a la unidad mas cercana o a la décima mas cercana para valores inferiores a 2.
Tomado de: (Breimann et al., 2025; Steiner et al., 2026)

NOTCH1 ha sido el segundo sustrato mas estudiado de GS, y merece especial
atencion dado a su relevancia fisiologica y por sus diferencias con APP: su activaciéon
requiere una escision S1 (procesamiento en el aparato de Golgi), una escision S2
extracelular (por metaloproteasas ADAM tras la unidon del ligando, que genera el
intermediario NEXT) vy, finalmente, la escisién S3 intramembranal por GS, que libera el
dominio intracelular NICD para la sefalizacion nuclear (Mumm et al., 2000; Yang et al.,
2019). La comparacion entre APP y NOTCH revela rasgos contrastantes de
reconocimiento del JMD-N. Mientras que el ectodominio parece ser prescindible para el
reconocimiento y corte de NOTCH1 (Bolduc et al., 2016), C99 requiere de una carga
negativa en el extremo N-terminal (Yan et al., 2017). Ademas, se ha informado sobre
requisitos diferenciados para las subunidades NCT, PEN2 y APH1a; esta ultima parece
ser dispensable para el procesamiento de APP y NOTCH1 (Hu et al., 2016, 2017). Asi,
estas diferencias advierten sobre las limitaciones de generalizar el mecanismo de un
sustrato al resto, y sugiere la existencia de no solo una via de reconocimiento, si no

multiples vias para la union del sustrato.

A pesar de que los sitios de escision inicial se conocen para mas de 20 sustratos,
no ha sido posible deducir un unico motivo de reconocimiento a partir de una secuencia

inicial consenso. Esto plantea una pregunta que lleva afios tratando de ser respondida:
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¢queé propiedad(es) comun(es) permiten a GS discriminar entre sustratos y las demas
proteinas TM del tipo | que no son procesadas por GS o se procesan a una muy baja
eficiencia (no sustratos)? La evidencia actual no permite establecer de manera concluyente
la existencia un unico motivo o firma lineal, y mas bien apunta a una combinacién de
propiedades fisicoquimicas y conformacionales integradas en un mecanismo multifactorial
(Breimann et al., 2025).

1.3.5 Determinantes estructurales y fisicoquimicos del reconocimiento de
sustratos por y-secretasa

Distintas lineas de evidencia experimental convergen en que el reconocimiento por
parte de GS esta influenciado por las caracteristicas de su TMD y JMD, mas que por una

secuencia consenso:

1.3.5.1 Flexibilidad conformacional del TMD:

Estudios de intercambio deuterio/hidrégeno y RMN han establecido que que la
escision requiere flexibilidad conformacional en la mitad en la mitad N-terminal de la hélice
del TMD (TM-N), y que el motivo Vi3sG37GasV3e de APP en esta zona confiere una
flexibilidad crucial. Por otra parte, la porcion C-terminal (TM-C), que es mas rigida y
contiene los sitios de escisidon, no correlaciona su flexibilidad de manera directa con la
eficiencia del corte, sino que los residuos Va4 a Ls, tienen la capacidad de adoptar un estado
de acoplamiento con PS1, contribuyendo al desdoblamiento helicoidal y formar el estado
conformacional requerido para la escision. No obstante, la flexibilidad por si sola no es el

unico determinante (Langosch & Steiner, 2017; Werner et al., 2023).

1.3.5.2 Motivos GxxxG:
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ElI TMD de APP contiene motivos GxxxG (G29xxxGasxxxGs7) (Figura 7) que han sido
reportados como mediadores de la dimerizacion helicoidal y moduladores de la razon ABaso/
AB4o (Munter et al., 2007). Sin embargo, este es un determinante especifico de APP y de
la modulacion de su punto de escision, y no un motivo universal de reconocimiento. Incluso
la propia subunidad APH-1 contiene un motivo GxxxG conservado implicado en el
ensamblaje del complejo, lo que ilustra la ubicuidad y la ambigledad funcional de este
motivo (Werner et al., 2023). Ademas, mutaciones que alteran la dimerizacién no impiden
la escision, lo que confirmd que el sustrato es procesado en su estado monomérico
(Hitzenberger et al., 2020).

Inclusive, uno de los primeros intentos sistematicos para comparar las secuencias
transmembranales de los sustratos conocidos de GS, ya evidenciaba, hace mas de una
década, que la presencia de los motivos GxxxG y de una regién C-terminal JM polar era
recurrente, pero no de manera universal e insuficiente para definir un motivo consenso
(Figura 7) (Beel & Sanders, 2008). Este antecedente historico es relevante para la presente
tesis porque anticipa, desde el analisis de secuencia primaria mas temprano, la conclusion
posteriormente reforzada por aproximaciones estructurales y de aprendizaje automatico
(secciones 1.3.5.4 y 1.3.7.1): el reconocimiento por GS no puede reducirse a un unico

motivo lineal.
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Figura 7. Secuencias alineadas de pasos transmembranales de sustratos de y-Secretasa y
sus regiones yuxtamembranales.

La regién azul corresponde a residuos transmembrana hidrofébica. Los residuos de arginina y lisina
resaltados en rojo son parte de sefiales de parada de transferencia; los residuos de glicina
sombreados en naranja son partes de motivos GxxxG. Los sitios de escisién de y-secretasa
conocidos a la fecha de publicacién se ubican inmediatamente a la izquierda de los residuos
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mostrados en fuente roja. Esta comparacion, realizada sobre la base de los sustratos conocidos
hasta 2008, ilustra tempranamente la ausencia de un motivo de secuencia lineal estrictamente
conservado entre sustratos. Tomado de (Beel & Sanders, 2008)

1.3.5.3 Exositios y sitio de acoplamiento:

Se ha demostrado que C99 contacta con exositios de la porcién N-terminal de PS1,
NCT y PEN-2 distantes del sitio activo (Figura 5 A) (Maruyama et al., 2026). Existe también
un sitio de acoplamiento interno, cercano al sitio activo y distinto de los exositios (Kornilova
et al., 2005). Antes de la escision, la diada catalitica (Asp257 y Asp 385) actua inicialmente
como un sitio de reconocimiento electrostatico para que el “ancla de lisinas” C-terminal de
APP (Ks; a Kss) sea guiada hacia el canal de la enzima (Dehury et al., 2019). Asi, el
reconocimiento del sustrato, al menos para APP, es un proceso de multiples etapas:
reclutamiento en exositios = transferencia al sitio de acoplamiento - desenrollamiento >

escision procesiva.

1.3.5.4 Transicion hélice-a a hebra-B y desenrollamiento:

Las estructuras de crio-EM de GS acoplada a APP y NOTCH1 revelan que, al
unirse, ademas de que GS sufre cambios conformacionales desde su estructura de
apoenzima, el sustrato sufre una transicion conformacional drastica donde su extremo C-
terminal se desenrolla y forma una hebra B extendida (83) que se asocia con las hebras
B1/B2 de PS1 para constituir una lamina B hibrida (Figura 5 C, E). Asi cada paso de los
cortes sucesivos desde AB49 hasta AB40 viene acompafado de la formacion de una
lamina-B hibrida, lo que provoca el desenrollamiento de tres residuos precedentes de la
hélice TMD de APP y permite la escisién justo antes de la hebra 8, siendo estabilizados
por la formacion de algunos enlaces de hidrogeno con PS1 (Guo et al., 2024; Zhou et al.,
2019). Simulaciones de dinamica molecular indican que esta lamina hibrida ejerce una
funcién fisicoquimica critica al drenar el exceso de agua fuera del sitio activo (S. Y. Chen
etal,, 2023), optimizando la geometria catalitica para la hidrdlisis. Este cambio
conformacional coincide con la firma fisicoquimica predicha computacionalmente mediante

el algoritmo de perfilado fisicoquimico comparativo (CPP). La firma de CPP a resolucién
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de residuo unico revela que los sustratos presentan: (i) propensién elevada a
conformaciones de hebra-f3 y hélice-a en la region del corte inicial en el TM-C, (ii) residuos
pequenos en la region TM-N (como las glicinas del motivo bisagra)1819, (iii) un "anclaje
TM-C" altamente desordenado, cargado y con mayor area de superficie accesible en las
primeras posiciones de la JMD-C, y (iv) residuos inductores de flexibilidad en la JMD-N
(Figura 6 B, D) (Breimann et al., 2025).

1.3.5.5 Reconocimiento de carga, tira y afloja, sustrato minimo y

palmitoilaciones:

Se ha propuesto también un modelo de sustrato minimo y de reconocimiento de
carga (Yan et al., 2017). En este, se delimité como sustrato minimo de GS a un fragmento
de 34 aminoacidos correspondientes a la regidn Glux-Lysss (los 24 residuos de hélice-a
TM, 7 residuos luminales y 3 residuos citosdélicos), el cual es necesario y suficiente para el
reconocimiento y escisién por GS. Dentro de este marco, los autores establecieron un

modelo de reconocimiento por distribucidn asimétrica de carga:

Cumulo de carga negativa N-terminal (luminal):

La presencia de cargas negativas redundantes en la region luminal (residuos Asp1,
Glu3, Asp7, Glu11, Glu22 y Asp23) es crucial para C99, facilitando una interaccion
electrostatica orientativa con superficies cargadas positivamente en la cara luminal de la
enzima (PS1/NCT). La eliminacién gradual de estas cargas negativas reduce de forma

escalonada la eficiencia de clivaje de C99 y C83.

Residuo de union invariantemente basico (Lysss) y cumulo polibasico C-terminal:
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El residuo Lys53 en el borde citosdlico/TM es el determinante individual mas critico,
estando conservado de forma invariable (como Lys o Arg) en los sustratos de GS para
interactuar directamente con el bolsillo catalitico cargado negativamente. Este residuo
forma parte de un cumulo polibasico C-terminal (Kss-Kss-Kss) cuya sustitucion neutra o

anionica (K54A/K55A o K54E/K55E) disminuye drasticamente el procesamiento.

Anclaje a PIP, y modulacion lipidica:

Este cumulo polibasico C-terminal se une directamente al fosfatidilinositol 4,5-
bisfosfato (PIP2) en la cara citosdlica de la membrana plasmatica. Este anclaje a PIP;
orienta correctamente al sustrato en la bicapa, concentrandolo en microdominios lipidicos

especificos y modulando directamente tanto los niveles de clivaje como la razén ABsd/A

Baz.

Reaquisito de estructura secundaria:

Ensayos de mutagénesis por doble prolina confirmaron que la integridad de la
hélice TM y de la corta hélice N-terminal contenidas dentro de Glu22-Lys55 es

indispensable para el clivaje.

En el procesamiento sucesivo del sustrato, los residuos basicos de PS1, como
Lyssso, Argzso ¥ Argorz, ejercen fuerzas electrostaticas de traccidn sobre el carboxilato
cargado negativamente del extremo C-terminal del sustrato recién escindido para halar de
él hacia el sitio activo. No obstante, este avance procesivo es contrarrestado por el extremo
opuesto JMD-N, pues Lys28, al estar cargado positivamente, genera resistencia a ingresar
a la membrana hidrofébica. A este modelo se le conoce como “tira y afloja”, o tug of war
en inglés (Figura 8 A) (Koch et al., 2023). La entrada forzada de Lys28 y del motivo polar
S26N27K2¢ (SNK) al nucleo hidrofébico de la membrana actia como un ancla energética

restrictiva; simulaciones de SMD demuestran que el trabajo mecanico necesario para
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forzar este motivo hacia la bicapa se eleva exponencialmente hasta 147.4 kdJ/mol en el
paso de ABs a APsz, deteniendo el recorte y favoreciendo la liberacion final de ARao
(Jakowiecki et al., 2024).

A.
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Figura 8. Modelo del “tira y afloja” para la protedlisis secuencial por y-secretasa y
aminoacidos que comprenden los bolsillos S1.- S3

(A). Proceso de protedlisis de Ap (B). Aminoacidos que componen los bolsillos cataliticos S1.- S3 en
la conformacion activa de y-secretasa. Tomado de (Bhattarai et al., 2020; Koch et al., 2023)

Adicionalmente, un determinante fisicoquimico negativo es la adicién covalente de
acido palmitico (palmitoilacion) en cisteinas adyacentes a la JMD-C. Esta palmitoilacién
bloquea por completo la escisidn, restringiendo fisicamente el encaje del sustrato en el sitio

activo o impidiendo el desenrollamiento helicoidal requerido (ARfalg et al., 2024).



Capitulo1 25

1.3.5.6 Bolsillos cataliticos S1’-S3’ y especificidad local del sitio
de escision

Mas alla de los determinantes del reconocimiento inicial del sustrato, la posicion de
la escisidén dentro del TMD esta también condicionada por la geometria de los bolsillos
cataliticos S1', S2' y S3' de PS1, los cuales acomodan a los residuos P1’, P2'y P3' del
sustrato inmediatamente abajo del enlace escindible (Figura 9. A). Bhattarai et al. (2020)
determinaron que, en la conformacion activa de tipo salvaje de GS, el bolsillo S1' (que
acomoda a Val50 en APP) esta formado principalmente por TM6 y la subhélice TM6a; el
bolsillo S3' (que acomoda a Leu52) por TM6a y el extremo C-terminal de PS1-NTF; y el
bolsillo S2' (que acomoda a Met51) por TM8, el lazo TM8-TM9 y la hebra 3 de TM7, con la
participacién adicional del motivo PAL (Pro433-Ala434-Leu435) de PS1 en S1'y S2'
(Figura 9. B/Figura 8.B). Los boilsillos S1' y S3' son comparativamente mas amplios y
toleran residuos aromaticos voluminosos como la fenilalanina, mientras que S2' es mas

estrecho y no admite dicho residuo en esa posicion.
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ES,’

——— AB
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Figura 9. Modelo para el reconocimiento y procesamiento general de sustratos por y-
Secretasa.

(A) EI TM del sustrato se acopla primero con PS71 (ES+). Luego, el sustrato se mueve total o
parcialmente hacia el sitio activo, desenrollandose para establecer el estado de transicién ES+* para
el corte € y liberar el dominio intracelular. El complejo restante unido a la enzima (ES2) se desenrolla
nuevamente en el sitio activo para el corte en ES2*. Los tres bolsillos S1’-S3’ permiten el corte cada
tres aminoacidos; S1' y S3' son relativamente grandes y pueden acomodar aminoacidos aromaticos
como fenilalanina, mientras que S2' no. Se produce un recorte sucesivo hasta que se liberan
productos peptidicos cortos. (B) Comparacion de los bolsillos del sitio activo de PS1 (S+-S3’) en
estado conformacional activo para corte € en APP tipo salvaje (rojo), mutaciones 145F (rosa), T48P
(cian), M51F (azul). Tomado de (Wolfe, 2019) y (Bhattarai et al., 2020)
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1.3.6 Biologia estructural crioEM de los complejos enzima-
sustrato

A la fecha, la biologia estructural ha transformado mas de una vez el como se
comprende la GS, pero cada estructura publicada debe de interpretarse segun su estado.
Las estructuras disponibles incluyen a GS como apoenzima (PDB 5A63) (Bai, Yan, et al.,
2015), la enzima unida al inhibidor DAPT (PDB 5FN2) (Bai, Rajendra, et al., 2015), la
enzima en complejo complejo con NOTCH (PDB 6IDF) (Yang et al., 2019) y con APP-C83
(PDB 61YC) (Zhou et al., 2019); estructuras con inhibidores clinicos como semagacestat
(PDB 6LR4) y avagacestat (PDB 6LQG), con el analogo del estado de transicion L-685,458
(PDB 7C9l), y con el modulador E2012 junto a L-685,458 (PDB 7D8X) (Yang et al., 2021).
Mas recientemente se han reportado las estructuras de recorte procesivo de GS junto con
ABao/AB4s/AB4z y APP-C99 (PDB 8X54 y relacionadas) (Guo et al., 2024).

En algunos complejos enzima sustrato, como el caso de 6IDF y 61YC, la enzima
estaba cataliticamente inactiva, pues su sitio activo fue mutado E385A y el sustrato se unié
covalentemente mediante enlaces disulfuro artificiales para estabilizar el complejo y
obtener la estructura. Por esto, ambas estructuras informan sobre el reconocimiento y la
geometria de unién, pero no representan directamente el estado catalitico activo, lo que
debe de tenerse en cuenta para cualquier interpretacion mecanistica. Las estructuras con
inhibidores muestran que los GSI ocupan la misma region en PS1 que acomoda la hebra
B del sustrato de APP o NOTCH, interfiriendo asi con el reclutamiento, mientras que E2012
se une a un sitio alostérico en el lado extracelular. Cada estructura, segun su estado (apo,
unida a inhibidor, unida a sustrato, actival/inactiva), aporta una pieza distinta del

rompecabezas del reconocimiento.

1.3.7 Aproximaciones bioinformaticas
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1.3.7.1 Inteligencia artificial y aprendizaje de maquina

Dado a su capacidad de encontrar patrones donde de otra forma seria muy dificil
verlos, las investigaciones han hecho un gran aporte usando aproximaciones
metodolégicas con inteligencia artificial y el aprendizaje de maquina. El mejor y mas
reciente ejemplo, es el reciente uso conjunto de algoritmos de comparaciones
fisicoquimicas e inteligencia artificial explicable para sugerir un sustratoma completo de
GS por parte de Breimann y colaboradores (2025). Su método logré alcanzar un 88% de
éxito discriminando sustratos de no sustratos de GS en su validacion experimental (Figura
6. A-F). Estos resultados computacionales son consistentes con la idea de que una firma
fisicoquimica, mas no un motivo de secuencia, define a los sustratos, y notablemente
pueden explicar las transiciones conformacionales (hélice—hebra) observadas
estructuralmente al unirse el sustrato. Se trata, sin embargo, de predicciones
computacionales validadas parcialmente, y no de una demostracién exhaustiva a nivel de
todo el sustratoma. El trabajo de Breimann y colaboradores, junto con Glner y
colaboradores (2020) constituye el antecedente metodolégico mas directo para el objetivo

especifico 1 (base de datos), y el objetivo 3 (motivos/sitios) de esta tesis.

Otra aproximacion bioinformatica de interés, aunque de naturaleza metodoldgica
distinta, son los modelos ocultos de Markov (MOM, o HMM por sus siglas en inglés), los
cuales son ampliamente usados para la deteccidon de familias y dominios proteicos, como
en la base de datos Pfam (Paysan-Lafosse etal., 2025), y generados a partir de
alineamientos multiples de secuencia. Hasta donde pudo constatarse, no existe a la fecha
un modelo oculto de Markov publicado que haya sido validado especificamente para
predecir sustratos de GS. Si bien los sustratos de GS carecen de un motivo de secuencia
lineal fuertemente conservado, y los HMM clasicos fueron disefiados originalmente para
capturar dominios con conservacion de secuencia posicional, un HMM construido sobre
los alineamientos TM-JMD de los sustratos conocidos puede constituir una aproximacion
exploratoria razonable y computacionalmente econdémica para sugerir candidatos
adicionales dentro del proteoma humano, en la medida en que su desempefio se contraste
frente a algoritmos mas sofisticados como el CPP de Breimann et al. (2025), que

actualmente representa el estado del arte en la prediccion del sustratoma de GS. Esta
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aproximacion exploratoria mediante HMM sera empleada en la presente tesis como
complemento, y no como sustituto, del analisis fisicoquimico comparativo descrito en la

metodologia.

1.3.7.2 Dinamica molecular y bioinformatica estructural

Mientras que las estructuras obtenidas por crioEM permiten obtener estructuras
detalladas de un instante de tiempo/reconocimiento preciso, limitdndose a una estructura
estatica, que corresponde a tan solo un instante de todo el reconocimiento molecular, los
meétodos de simulacion de DM han permitido estudiar aspectos dinamicos durante el
reconocimiento enzima-sustrato, sobre todo para C99, pudiendo apreciar la variacion de
la conformacion del complejo enzima-sustrato a lo largo de todo el tiempo de simulacién
(trayectoria) (Bhattarai et al., 2020, 2022; Hitzenberger & Zacharias, 2019a, 2019b; X. Lu
& Huang, 2022). Las trayectorias del sistema molecular se calculan resolviendo
numéricamente ecuaciones de mecanica newtoniana del movimiento de cada particula del

sistema (Hitzenberger et al., 2020).

Oftra aproximacién que vale la pena mencionar son las simulaciones que utilizan la
mecanica cuantica (QM), las cuales permiten simular intercambios de electrones vy, por
tanto, la escision enzimatica. Esta mencion es importarte, ya que la mecanica clasica tiene
la limitante de solo modelar interacciones por fuerzas intermoleculares, y no escisiones.
Las simulaciones de QM han permitido determinar que el paso | es el | imitante de la tasa

a la cual se realizan los cortes {1y (> de C99 por parte de GS (Figura 3 A-B) (Singh et al.,
2009). Sin embargo, estas dependen de software especializado y un poder computacional

bastante mas elevado a comparacién de las simulaciones de DM por mecanica clasica. En
este trabajo de tesis, se usara una aproximacién de SMD para simular las interacciones

por dinamica clasica y el desenrollamiento del sustrato.
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Entre estos métodos de DM de mecanica newtoniana (clasica) se encuentran los

siguientes:

Dinamica molecular clasica:

Mediante simulaciones que se basan en la fisica mecanica, permite estudiar la
flexibilidad del TMD vy las interacciones enzima-sustrato en escalas de decenas a cientos
de nanosegundos (ns). Entre sus principales limitaciones se encuentran el poder
computacional (hardware) para simular grandes tiempos y capturar eventos que se dan
bastante “tarde” en la interaccion, limitando el muestreo de eventos raros, como el

desenrollamiento completo del TMD o la disociacion del sustrato.

Gaussian accelerated Molecular Dynamics (GaMD):

Método de muestreo mejorado que afade un potencial de sesgo armonico para
superar barreras energéticas sin requerir una coordenada de reaccion predefinida,
permitiendo ademas reponderar y estimar perfiles de energia libre. Bhattarai y
colaboradores (2020) emplearon GaMD en combinacion con experimentos bioquimicos
para investigar la activaciéon de la GS y el procesamiento de APP silvestre y mutante (p.
ej., M51F), mostrando cémo las mutaciones alteran la geometria de la diada catalitica
(distancias Asp257—Asp385 y diada—carbonilo del sustrato). Variantes posteriores (Pep-
GaMD) se aplicaron al recorte tripeptidico de ABsg (Figura 9. B/Figura 5. D-F) (Bhattarai
et al., 2022). En estos trabajos se reportd que las distancias entre los carbonos y de los
aspartatos cataliticos (Asp257:Cy - Asp385:Cy) oscilaban entre 8-12 A si el D385 estaba
protonado y 5-8 A si el Asp257 estaba protonado. Cuando simularon el reconocimiento
GS-APP, identificaron que, en estado inactivo, la distancia entre aspartatos era de ~4 A, el
sustrato estaba a ~6 A del sitio activo, y el oxigeno carbonilico en L49 estaba a ~6 A del
oxigeno protonado de Asp257. Esta distancia reducida entre aspartatos no permite que el

agua interactie con ambos aspartatos de diada catalitica y forme enlaces de hidrégeno.
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En conformacion activa, la distancia entre aspartatos era de ~7 A entre sus atomos Cy, y
la distancia entre el carbono carbonilico de Leu49 y el oxigeno del agua era de ~3,8 A. Sin
embargo, a pesar de usar una simulacion GaMD, al simular de 300 a 1500 nanosegundos
con mas de 240 mil &tomos, esta sigue consumiendo enormes recursos computacionales
y el tiempo de simulacion solo reporta un desdoblamiento parcial del sustrato para su

reconocimiento.

Steered Molecular Dynamics (SMD):

La SMD surgié como una alternativa para simular el desdoblamiento del sustrato,
lo que usualmente no es posible en los lapsos simulados por DM convencional, aplicando
fuerzas externas dependientes del tiempo al sistema para inducir el desenrollamiento o la
disociacién del sustrato en escalas de tiempo accesibles, de forma andaloga a la

espectroscopia de fuerza de molécula unica (Izrailev et al., 1999), esto permite estimar

fuerzas de ruptura y, mediante la igualdad de Jarzynski, potenciales de fuerza media. Asi,
se agrega un vector de fuerza al extremo C-terminal del sustrato, forzando al sistema a
avanzar de su condicion de equilibrio inicial, y acelerando las transiciones entre diferentes

minimos de energia (Patel et al., 2014).

En disefio de farmacos, por ejemplo, la SMD se enfoca en el rompimiento de las
interacciones ligando-proteina. Asi las caidas en las graficas de fuerza representan el
momento en el que el sustrato deja de ser reconocido por la enzima. Entre mas fuerza se
usa para desasociar el sustrato, mas afin es a la enzima, o, en otras palabras, se

incrementa la cantidad o fuerza de interacciones (Sedighpour & Taghizadeh, 2022).

Para el caso de interacciones GS-sustrato, estas simulaciones pueden llevarse a

cabo mediante el servidor en linea GS-SMD, desarrollado por el Laboratorio de
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Biomodelado de la Universidad de Varsovia (Orzet et al., 2023), y que sera empleado en
el presente trabajo. El servidor emplea el campo de fuerza de atomo unido CHARMM19
junto con el método de membrana implicita IMM1 (Lazaridis, 2003), evitando asi la
necesidad de simular explicitamente agua y lipidos. Como estructura base utiliza el
complejo GS-C99 obtenido por criomicroscopia electronica (PDB 6lYC, 2.6 A de
resolucion; Zhou et al., 2019c), en el cual se revierte la mutacion D385A introducida
originalmente para estabilizar el complejo, restaurando y protonando el aspartato catalitico

D385 para aproximar el ambiente catalitico nativo.

El desenrollamiento del sustrato se induce acoplando un atomo virtual mediante un
resorte virtual de constante elastica k al Ca del residuo C-terminal del sustrato (adtomo
SMD), que es desplazado a velocidad constante v (Figura 10); la resistencia mecanica que
opone el sustrato se traduce en la fuerza requerida para su desenrollamiento y eventual

disociacion del canal catalitico de PS1.

j
" ‘ Atomo SMD Atomo virtual

Figura 10. Esquema de las simulaciones SMD con velocidad constante.

En el servidor GS-SMD, el atomo Ca del residuo C-terminal del sustrato se define como atomo SMD
(azul). Este atomo es atraido por un atomo virtual (violeta) unido al atomo SMD mediante un resorte
virtual con una constante elastica k a velocidad v. Tomado de (Orzel et al., 2023)

Cabe senalar que la protonacion de D385, en lugar de Asp257, implementada por
el servidor GS-SMD corresponde a una de las dos hipotesis en competencia sobre el
estado de protonacion de la diada catalitica (véase 1.3.2); los resultados obtenidos

mediante esta herramienta deben interpretarse, por tanto, en el contexto de dicho modelo
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especifico de protonacion, y no como evidencia definitiva sobre el estado de protonacion

de la enzima nativa.

Jakowiecki y colaboradores (2024) usaron DM de todos los atomos y SMD en un
entorno membrana-agua implicito para acelerar el desenrollamiento de sustratos AR,
encontrando diferencias sustanciales en la flexibilidad de las porciones C-terminales
extendidas entre sustratos de las vias mas y menos amiloidogénicas, y proponiendo, a
nivel modelo derivado de simulacion, que residuos cargados positivamente de PS1,
incluido Lys380, podrian facilitar el estiramiento y el desenrollamiento, a través de una

interaccion con el carboxilo C-terminal del sustrato.

1.4 Metodologia

1.4.1 Lista de sustratos de Gamma-secretasa

Como punto de partida, se tomaron las listas de sustratos mas recientemente
publicadas en la literatura (Breimann et al., 2025; Glner & Lichtenthaler, 2020), y se
curaron manualmente. Para realizar la curacion se siguieron los comentarios publicados
por Breimann et al. (2025) en su Supplementary Dataset 1, el cual realiza ajustes a la lista
reportada por Giner et al. (2020), y se complementé con una busqueda bibliografica de
sustratos de GS reportados mas recientemente en revistas revisadas por pares, mediante
las bases de datos Scopus y PubMed. Para cada sustrato incluido se recuperé su
secuencia primaria, estructura y regiones transmembranales reportadas en UniProt
(Bateman et al., 2023).

Se consideraron Unicamente las proteinas reportadas como sustrato de GS que
han sido demostradas mediante métodos experimentales sobre candidatos individuales,
como por ejemplo la inhibicién de la enzima con DAPT o su knock-out genético, seguida

de la medicién del fragmento resultante por Western blot. Por otra parte, se excluyeron los
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sustratos sugeridos exclusivamente por aproximaciones protedmicas de alto rendimiento
y no validados individualmente mediante la acumulacién del fragmento carboxilo terminal
(FCT) posterior a la inhibicion de la enzima, dado que estas aproximaciones pueden

generar tanto falsos positivos como falsos negativos (tema ampliado en seccion 1.3.4).

Dentro de la lista de sustratos de GS analizados, de aqui en adelante llamada
Sustratos_An, se incluyeron sustratos demostrados en todas las especies (humanos,
ratén, rata, y pollo) con el fin de conservar el mayor nimero de sustratos posible y
maximizar la informacion disponible para la construccion del HMM (seccion 1.4.4), y el
perfil fisicoquimico comparativo (seccion 1.4.3.3), haciendo una distincion explicita de

inclusién/exclusién para cada uno de los analisis descritos en esta seccion.

Para los analisis, se consideraron las regiones TM de los sustratos y no sustratos
de GS reportadas en UniProt. Para las proteinas con multiples pasos TM, se analizé
unicamente la region escindida por GS; mientras que si no se conocia este paso TM, la
proteina fue descartada. Se analizaron, adicionalmente, las regiones yuxtamembranales
mas préximas a la membrana en el extremo amino (JMD-N) y en el extremo carboxilo
(JMD-C), asi como los fragmentos de secuencia empleados en los analisis posteriores.
Cada sustrato quedé dispuesto en una tabla que incluye, entre otros campos, el codigo
UniProt, la secuencia analizada, el sitio de corte reportado experimentalmente y la

referencia bibliografica original (Anexo 1).

1.4.2 Sustratos y no sustratos de referencia (Gold-estandars):

Se construyd, adicionalmente, un conjunto mas reducido y estrictamente curado de
sustratos y no sustratos considerados de referencia (Gold-estandar), reservado para los
andlisis descritos en las secciones 1.4.5 y 1.4.6 (prediccion/comparacion estructural y
dinamica molecular dirigida), que cuya exigencia computacional y su dependencia de sitios

de corte exactos no pueden aplicarse a la totalidad de Sustratos_An.
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Se defini6 como sustrato Gold-estandar a toda proteina o constructo humano
validado experimentalmente y probado en células humanas con GS humana, y cuyo sitio
de escision hubiera sido también reportado experimentalmente; se descartaron los
constructos de otras especies (p. €j., ratdbn o conejo), asi como los constructos humanos
probados en células no humanas. Para los no sustratos Gold-estandar se partié del
conjunto de datos de no sustratos validados experimentalmente empleado en el estudio de
de Breimann y colaboradores (2025), excluyendo aquellos no sustratos cuyos resultados
no hubieran sido aun publicados e incluyendo UuUnicamente los probados con
secuencias/constructos humanos en células humanas. A este conjunto de no sustratos, se
afiadié la sinaptotagmina-12 (SYT12) y un constructo artificial compuesto por un TMD de
21 leucinas y ambos JMD de TNR12/Fn14, denominado en adelante No sustrato artificial,
siendo ambos no sustratos, o procesados con muy baja eficiencia, validados
experimentalmente (ARfalg et al., 2024). La entrada UniProt de cada sustrato y no sustrato,
las células en las que fue probado y la referencia al estudio de validacion correspondiente

se reportan en la Tabla 4.

De esta manera, se seleccionaron dieciséis proteinas de membrana humanas de
paso unico de tipo | con sitios de escision de GS establecidos experimentalmente; APP,
APLP2, E-cadherina, CD44, CLSTN1, CLSTN2, CLSTNS3, IL-1R2, EPCAM, NOTCH1,
NOTCH2, NOTCH3, NOTCH4, PTK7, TNR16 (p75 NTR) y VEGFR-1, como grupo sustrato
(n=16), y once proteinas de membrana de paso unico de tipo | descritas como no sustratos
de GS; ANPRA, FAAH2, FXYD3, LYRIC, MANBAL, PDGFRA, PMEPA1, PTTG1IP,
RELL2, SYT12 y el No sustrato artificial, como grupo de no sustratos Gold-estandar (n =
11).

Para cada proteina del conjunto Gold-estandar se seleccioné un fragmento de 33
residuos de longitud, limite impuesto por la longitud maxima de secuencia admitida por el
software empleado en las simulaciones de SMD subsiguientes (seccion 1.4.6). Los
fragmentos se construyeron incluyendo la secuencia TM reportada en UniProt, de forma
que el sitio de corte reportado experimentalmente quedara contenido dentro del fragmento,

junto con la porcion de las regiones JMD correspondientes necesaria para completar el
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limite de 33 residuos. Estos fragmentos de 33 residuos constituyen la estructura primaria
empleada tanto en la prediccion/comparacion estructural (1.4.5) como en las simulaciones
de SMD (1.4.6).

1.4.3 Analisis de secuencias de sustratos de GS

1.4.3.1 Alineamiento de las regiones transmembranales y
yuxtamembranales

Los alineamientos se realizaron sobre la totalidad de Sustratos An (Anexo 1), y se
centraron en cuatro regiones de los sustratos y no sustratos de GS: JMD-N, JMD-C, la
region TM, y la regibn TM mas 10 aminoacidos de cada una de sus regiones JM
adyacentes (fragmento TM-JMD). Para el alineamiento del fragmento TM-JMD se tomo,
para cada sustrato, un fragmento de aproximadamente 41 aminoacidos, compuesto de 10
aminoacidos de la JMD-N, la regién TM reportada en UniProt (~21 aminoacidos) y 10

aminoacidos de la region JMD-C.

El alineamiento multiple de secuencias (AMS) de los fragmentos TM-JMD se realizé
con el algoritmo especializado en regiones transmembranales PSI/TM-Coffee (Floden
et al., 2016), con extension de homologia mediante la base de datos UniRef100 (Suzek

et al., 2007); todos los demas parametros se dejaron por defecto.

El AMS de las regiones JMD-N y JMD-C, por su parte, se realizé con el paquete
bioinformatico MAFFT v7.526 (Katoh et al., 2002; Katoh & Standley, 2013). Dado que se
esperaban inserciones/deleciones extensas y regiones flanqueantes no alineables, debido
a las proteinas provenientes de multiples familias, se empled el método de refinamiento
iterativo E-INS-i (algoritmo --genafpair), las sustituciones de aminoacidos se puntuaron con

la matriz BLOSUMS3O0 (--bl 30), optimizada para secuencias altamente divergentes, y el
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alineamiento se ejecutd con un maximo de 1000 ciclos de refinamiento iterativo (--
maxiterate 1000) maximizando convergencia. Todos los demas parametros se

mantuvieron por defecto.

Para los tres alineamientos (TM-JMD, JMD-N, JMD-C) se realizd un recorte
automatizado con trimAl (Capella-Gutiérrez et al.,, 2009), con el fin de conservar
unicamente las posiciones mas informativas y reducir el ruido en los analisis posteriores.
El recorte, sin embargo, eliminé virtualmente la totalidad de la longitud de los alineamientos
de JMD-N, JMD-C y TM tomados de forma aislada; en el caso de TM-JMD se conservaron
10 aminoacidos, con una divergencia promedio de 22 bits en la escala de Shenkin
reportada por Jalview (Waterhouse et al., 2009). Por esta razén, en el presente trabajo se
conservaron y reportaron tanto la longitud completa de todos los alineamientos como los

10 aminoacidos resultantes del recorte del alineamiento TM-JMD.

1.4.3.2 Busqueda de motivos conservados

La busqueda de motivos conservados se realiz6 con el algoritmo Multiple
Expectation Maximization for Motif Elicitation (MEME) (Bailey et al., 2006), empleando la
opcioén -anr (cualquier numero de repeticiones), bajo el supuesto de que cada secuencia
puede contener cualquier numero de ocurrencias no superpuestas de cada motivo; los
demas parametros se conservaron por defecto. MEME se ejecutd sobre las secuencias en
formato FASTA del fragmento TM-JMD de la totalidad de Sustratos_An, dado que fue a
partir de estas secuencias que se generé el HMM utilizado para la busqueda de
coincidencias en el proteoma humano (seccion 1.4.4), y por ser el alineamiento en el que

trimAl conservoé el mayor nimero de posiciones informativas.

1.4.3.3 Perfil fisicoquimico comparativo



38 Evaluacion in silico de la interaccion de la enzima Gamma-secretasa humana
con sus sustratos, y su posible mecanismo de reconocimiento

A diferencia de los analisis de las secciones 1.4.5 y 1.4.6, que por razones
computacionales se restringen al conjunto Gold-estandar, el perfil fisicoquimico
comparativo se realizd sobre la totalidad de Sustratos_An y del conjunto correspondiente
de no sustratos, excluyendo al no sustrato artificial, con el fin de maximizar el poder
estadistico del analisis y no limitar las conclusiones a los 16 sustratos y 11 no sustratos

con sitio de corte conocido.

El perfil fisicoquimico comparativo se calculé mediante un script propio en Python
(perfil_fisico-quimico.py) sobre el fragmento TM-JMD completo de cada proteina, definido
como la regién transmembranal anotada mas diez residuos del JMD-N y diez residuos del
JMD-C; esta definicién de fragmento se aplicé en la construccién del archivo FASTA de
entrada, incluyendo la exclusion del No sustrato artificial. A diferencia del analisis
estructural y de dinamica molecular dirigida (secciones 2.3.5 y 2.4), que emplean un
fragmento fijjo de 33 residuos anclado sobre el sitio de escision reportado
experimentalmente, este analisis no requiere un sitio de escisidbn conocido ni un
alineamiento previo entre secuencias: cada residuo se indexa directamente desde el
extremo N-terminal del fragmento (préoximo al ectodominio) hasta su extremo C-terminal
(proximo al citoplasma), y las escalas de hidropatia de Kyte y Doolittle (1982) y de
hidrofobicidad de Eisenberg et al. (1982) se promediaron sobre una ventana deslizante de

cinco residuos.

Dado que una ventana de cinco residuos no puede centrarse en las dos primeras
ni en las dos ultimas posiciones de una secuencia de longitud L, cada perfil individual se
calculé unicamente entre las posiciones 3 y L-2. Para el perfil promedio de cada grupo
(sustratos, no sustratos), estos perfiles individuales de longitud variable, dado que L oscila
entre 36 y 50 residuos segun la longitud de la regiéon TM, se recortaron adicionalmente a
la longitud del perfil mas corto del grupo, conservando en cada uno la porciéon N-terminal,
de modo que el rango de posiciones reportado en el perfil promedio no es idéntico entre
sustratos y no sustratos, ni equivalente a las posiciones del alineamiento MSA de la
seccion 2.2 ni a las del fragmento de 33 residuos de las secciones 2.3.5y 2.4. El momento
hidrofobico se calculd sobre la misma ventana deslizante y ambas escalas, con un angulo
de 100° por residuo, correspondiente al giro candnico de una hélice a (Eisenberg et al.,

1982). Adicionalmente, se calcularon descriptores fisicoquimicos globales sobre la
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secuencia completa de cada fragmento mediante el paquete modIAMP (Mdller et al.,
2017), incluyendo carga neta, punto isoeléctrico, indice de inestabilidad, aromaticidad,
indice alifatico, indice de Boman y razén de hidrofobicidad, complementados con la media,
el maximo, el minimo y la desviacion estandar de cada uno de los cuatro perfiles

posicionales por secuencia.

Las propiedades fisicoquimicas de las regiones TM y JM se caracterizaron
mediante perfiles de hidropatia, hidrofobicidad y momento hidrofébico por posicion,
calculados sobre las secuencias alineadas del fragmento TM-JMD (1.4.3.1). El constructo
No sustrato artificial se excluyd especificamente de este analisis, dado que su TMD de
poli-leucina es idealizado y maximamente hidrofébico, mientras que su JMD proviene de
un sustrato, lo que generaria un sesgo en el perfil del conjunto de no sustratos; esta
secuencia se descartd, por tanto, Unicamente para el analisis fisicoquimico,

conservandose en el resto de los analisis metodologicos.

La hidrofobicidad de los residuos se evaludé con dos escalas independientes y
complementarias: la escala de hidropatia de Kyte-Doolittle (KD) (Kyte & Doolittle, 1982) y
la escala de hidrofobicidad de consenso normalizada de Eisenberg. En ambas escalas, los
valores positivos mas altos indican una contribucién relativa mas hidropatica/hidrofébica
de los residuos, mientras que valores menores indican un caracter progresivamente mas
hidrofilico. En la escala KD, el valor cero constituye un punto de referencia util que separa
las contribuciones predominantemente hidrofilicas (valores negativos) de las
predominantemente hidrofdbicas (valores positivos); la escala de Eisenberg, al tener un
rango y una normalizacion distintos, se interpretd segun su propia escala y no con respecto
a un umbral universal de cero. Ambas escalas se analizaron de manera independiente

para identificar patrones fisicoquimicos robustos frente a la eleccién de la escala.

El momento hidrofébico (uH) se calculé de forma independiente para las escalas
KD y Eisenberg, usando la misma ventana deslizante de cinco residuos. El pH mide la

anfipaticidad hidrofébica y resulta particularmente informativo para evaluar la distribucion
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direccional de residuos hidrofébicos dentro de un segmento putativamente a-helicoidal.

Para cada ventana, pyH se calcul6 segun la ecuacion 1:

uH = % (ZiHl- sin(i6))2 + (Z:iHi cos{i6))2

(Ecuacion 1)

donde Hi representa el valor de hidrofobicidad del residuo / segun la escala KD o
Eisenberg, N es el numero de residuos en la ventana (N = 5), y & = 100° representa el
angulo de rotacion promedio residuo-a-residuo de una hélice-a ideal. Asi, los valores de
momento hidrofébico se usaron para evaluar el grado de distribucion asimétrica de la
hidrofobicidad alrededor del eje helicoidal, y no simplemente la hidrofobicidad global del
segmento. Todos los célculos de hidrofobicidad y momento hidrofébico se realizaron en

Python 3.11.15. Las figuras se generaron con Matplotlib (Hunter, 2007).

1.4.4 Modelo oculto de Markov y sugerencia de nuevos
sustratos

Se construyeron modelos ocultos de Markov (MOM, o HMM por sus siglas en
inglés) para cada uno de los alineamientos resultantes de las tres regiones analizadas (TM-
JMD, JMD-N y JMD-C), correspondientes a la totalidad de Sustratos_An, haciendo uso del
software HMMER v3.4 (Potter et al., 2018) y su herramienta hmmbuild. Los logos de los
modelos se generaron con Skylign (Wheeler et al., 2014). El uso del conjunto completo de
sustratos, y no unicamente del conjunto Gold-estandar, busca maximizar la diversidad de
secuencia capturada por el modelo, dado que el objetivo de este analisis es puramente
exploratorio y busca sugerir candidatos a sustrato adicionales dentro del proteoma

humano.
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Posteriormente se realiz6 una busqueda con los MOM generados contra el
proteoma humano de referencia UP000005640, empleando la herramienta hmmsearch.
Dado que, nuevamente, no se esperaba que los sustratos de GS compartieran un motivo
de secuencia lineal fuertemente conservado, y que los fragmentos analizados fueron
relativamente cortos en comparacion con los modelos de familias de proteinas reportados
en Pfam (100-300 aminoacidos) (Paysan-Lafosse et al., 2025), la busqueda se acopl6 para
capturar una firma mas amplia que un motivo estrictamente conservado. Por ello, se
empled un umbral permisivo a nivel de dominio (1x1074) para maximizar la deteccién de
candidatos biolégicamente plausibles, mediante los parametros --domE 1e-4 --incdomE
1e-4.

Cabe senalar, tal como se discutio en 1.3.7.1, que no existe en la literatura un MOM
publicado entrenado especificamente para sustratos de GS; el presente analisis
constituye, por tanto, una aproximacion exploratoria y complementaria (no sustitutiva) del
perfil fisicoquimico comparativo (1.4.3.3), cuyo desempeno relativo se contrastara frente al
del algoritmo CPP de Breimann et al. (2025).

1.4.5 Prediccion y comparacion de la estructura de los
fragmentos (conjunto Gold-estandar)

Los modelos tridimensionales de los 27 fragmentos TM-JMD de 33 residuos de
longitud del conjunto Gold-estandar (16 sustratos y 11 no sustratos) se generaron con el
servidor en linea AlphaFold Server, que emplea el modelo AlphaFold3 (Abramson et al.,
2024). Todas las secuencias se sometieron y simularon como monémeros de cadena unica
aislados, con parametros por defecto y semillas aleatorias automaticas. Dado que los
fragmentos se modelaron individualmente, sin ningun complejo de unién ni interfaceso, se
excluyé el Interface Predicted TM-score (ipTM) del proceso de validacion. En su lugar, la
confiabilidad del modelo se evalué mediante el Predicted TM-score (pTM) global, el puntaje

de confianza local por residuo (pLDDT) y la matriz de Predicted Aligned Error (PAE)
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intracadena. Se exigié un umbral estricto de pLDDT promedio > 90 (confianza "muy alta")
y valores minimos de PAE (< 5 A) a lo largo de los segmentos helicoidales centrales. Para
cada fragmento, se selecciond la salida estructural mejor clasificada (modelo 0) que
cumpliera estos criterios estrictos de confianza, para el analisis de comparacion estructural

subsiguiente.

Las estructuras secundarias predichas de los fragmentos se compararon mediante
alineamiento estructural con la herramienta MatchMaker de UCSF Chimera v1.19
(Pettersen et al., 2004), el cual ha sido empleado también para la visualizacién y los
calculos estructurales de esta seccion, con los siguientes parametros: emparejamiento de
cadenas basado en el mejor par de cadenas entre la estructura de referencia y la estructura
de comparacion; alineamiento de secuencia de Needleman-Wunsch con la matriz de
sustitucion BLOSUM-62; inclusion de informacion de estructura secundaria con los
parametros de puntuacion por defecto; cdmputo de las asignaciones de estructura
secundaria; y refinamiento iterativo mediante la eliminacion (pruning) de pares de atomos
hasta que ningun par superara una distancia interatomica de 2.0 A. Esta aproximacion se
consider6 adecuada dado que todos los fragmentos analizados corresponden a segmentos
de proteinas TM de tipo |, que se espera adopten predominantemente una conformaciéon

a-helicoidal en su regién TM-JMD.

Los fragmentos de APP y del No sustrato artificial se emplearon como referencia
para el analisis comparativo. Tras la superposicion estructural con MatchMaker, los
alineamientos resultantes se refinaron adicionalmente con la funcion Match-Align del
mismo UCSF Chimera, con parametros por defecto, generando alineamientos de
secuencia basados en la superposicion estructural. Para cada comparacion por pares se
evaluaron tres descriptores estructurales complementarios: la desviacion cuadratica media
(RMSD) de los pares de atomos retenidos tras el refinamiento iterativo; la razén de
refinamiento (pruning ratio), definida como el nimero de pares de atomos retenidos tras el
refinamiento dividido entre el numero total de pares de atomos del alineamiento inicial; y
la Medida de Distancia Estructural (SDM) y el Q-score reportados por Match-Align, como

medidas complementarias de concordancia estructural global y calidad del alineamiento.



Capitulo1 43

Valores menores de RMSD y SDM indican menor desviacion estructural, mientras que

valores mayores de Q-score indican mayor similitud entre las estructuras comparadas.

1.4.6 Dinamica molecular dirigida (SMD)

1.4.6.1 Servidor GS-SMD y parametros de simulaciéon

Las simulaciones de SMD se realizaron haciendo uso del servidor en linea GS-
SMD, desarrollado por el Laboratorio de Biomodelado de la Universidad de Varsovia (Orzel
et al., 2023) (seccion 1.3.7.2). Las simulaciones se realizaron a una temperatura de 298 K
y una presion de 1 bar, empleando el campo de fuerza CHARMM19 junto con el método
de membrana implicita IMM1, una extension de la funcion de energia EEF1 a medios
heterogéneos membrana-agua que reproduce la preferencia de los residuos de Trp y Tyr
por la interfaz de membrana, generando energias razonables para la insercién o adsorcién
en una membrana (Lazaridis, 2003). Por esta razén, no se emplearon moléculas explicitas

de colesterol ni de agua.

Los sistemas analizados correspondieron a los fragmentos TM-JMD de 33 residuos
de cuatro sistemas del conjunto Gold-estandar (seccion 1.4.2); : dos sustratos (APP y
NOTCH1) y dos no sustratos (ANPRA y el no sustrato artificial). Un atomo virtual conectado
al extremo C-terminal de cada fragmento se traccion6 a velocidad constante para impulsar
mecanicamente al péptido a través del poro catalitico de PS1. Esta geometria de traccién
C-terminal se seleccion6 para reproducir la direccién esperada de translocacién del
sustrato hacia el lado extracelular y el reordenamiento conformacional requerido para el
acceso del enlace escindible al bolsillo catalitico, con base en la estructura crioEM del
complejo GS-C99 (PDB 61YC) (Zhou et al., 2019) y en estudios de simulacion recientes
(Bhattarai et al., 2020, 2022).
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Se emplearon los siguientes parametros: velocidad de traccién de 1.0 A/ns
(equivalente a la velocidad por defecto del servidor, 0.1 m/s), constante de resorte de SMD
(k) de 1.0 kcal/mol/A?2, duracion de simulacién de 50 ns, coordenadas de trayectoria
guardadas en 200 fotogramas, y un grosor de membrana de 40 A, aproximando el grosor
de bicapa reportado para membranas neuronales humanas (Ingélfsson et al., 2017). Las
simulaciones se realizaron bajo el estado de protonacion implementado por defecto en el
servidor GS-SMD, en el cual Asp385 se encuentra protonado, mientras que Asp257
permanece desprotonado. Esta asignacion sigue la implementacion del servidor y es
consistente con un mecanismo general acido-base en el que el aspartato protonado puede
donar su proton al carbonilo escindible, mientras que el aspartato desprotonado participa
en la activacion de la molécula de agua catalitica (Wu et al., 2024). No obstante, dado que
estudios independientes de simulacion multiescala y de muestreo mejorado han
respaldado la preferencia de Asp257 a estar protonado (Bhattarai et al., 2020; Wu et al.,
2024), todos los resultados que involucren distancias cataliticas y geometria de puentes
de hidrégeno se interpretaron en el contexto especifico del modelo con Asp385 protonado,

y no como evidencia definitiva sobre el estado de protonacién de la enzima nativa.

Para las comparaciones mecanisticas detalladas presentadas en los resultados, se
seleccionaron APP y NOTCH1 como sustratos validados representativos, y el constructo
artificial de poli-leucina junto con ANPRA/NPR-A como controles no sustrato. Se realizaron
simulaciones réplica para cada sistema, y el numero de trayectorias retenidas para el
analisis se determiné mediante los criterios de aceptacion geométrica predefinidos que se

describen a continuacion.

1.4.6.2 Criterios de geometria catalitica y selecciéon de
fotogramas

La conformacién enzima-sustrato sugerente a catdlisis de cada trayectoria se
evalu6é mediante dos descriptores geométricos: (i) la distancia entre los dtomos C, de los

aspartatos cataliticos Asp257 y Asp385, y (ii) la suma de las distancias entre el atomo C,
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de cada aspartato catalitico y el oxigeno carbonilico del enlace escindible reportado
experimentalmente. Adicionalmente, se monitore$ adicionalmente la distancia entre el
protén de Asp385 y el oxigeno carbonilico escindible, como indicador de una configuracién

de puente de hidrégeno geométricamente compatible con el inicio de la catalisis.

Una trayectoria se retuvo para el analisis Unicamente cuando su distancia
interaspartato minima fue <10.2 A y su distancia sumada minima diada-carbonilo fue <14
A. Estos criterios se derivaron de la geometria del poro de reconocimiento de sustrato de
6lYC, analizada con MOLEonline (Racek et al., 2025), y se informaron a partir de los
umbrales empleados previamente con la misma metodologia de GS-SMD (Jakowiecki
et al., 2024), quienes aplicaron umbrales de 8 A para la distancia interaspartato y 11 A para
la distancia sumada diada-carbonilo, basados en la separacion catalitica de ~7 A reportada
en simulaciones de GaMD y Pep-GaMD de la enzima activada (Bhattarai et al., 2020,
2022). Dado que el presente protocolo de SMD impulsa mecanicamente al sustrato a
través de un canal finito y no reproduce un conjunto en equilibrio, se adopté el umbral
mayor de 14 A para la distancia sumada, basado en el poro de acceso al sustrato resuelto
experimentalmente, y se escaldé proporcionalmente el umbral interaspartato

correspondiente a 10.2 A.

Para cada trayectoria retenida se seleccion6 un fotograma representativo segun el
criterio de geometria catalitica minima. Para los sustratos, se selecciono el fotograma que
minimizaba la geometria catalitica combinada. Para los no sustratos, se seleccion6 la
combinacién residuo/fotograma que mostrara el acercamiento mas cercano de la diada
catalitica a un carbonilo de la cadena principal dentro de la regién TM; cuando el minimo
global ocurrié en la regién JMD-C distal en lugar de en el segmento TM, se empled el
siguiente minimo mas cercano dentro de la regién TM. Esta restriccidn se aplicé dado que
los sitios de escision de GS considerados en este trabajo se ubican dentro de la region TM

y no en el segmento JMD distal.
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Como referencia estructural independiente, el poro catalitico de GS se caracterizo
usando la estructura crioEM 61YC y MOLEonline, con un radio de sonda de 7 Ay la opcién
de fusién de poros (merge-pores) habilitada; los demas parametros de MOLEonline se

mantuvieron por defecto.

1.4.6.3 Analisis de estructura secundaria y puentes de
hidrégeno

Se monitored el desenrollamiento de la estructura secundaria a lo largo de las
trayectorias simuladas en GS-SMD server y se clasificaron en ocho estados: hélice-a (H),
hélice-314 (G), hélice-1r (l), hebra (E), puente-B (B), giro (T), curvatura (S) y espiral (C).
Dado que el algoritmo interno implementado por el servidor no se describe en detalle en la
publicacion original (Orzel etal.,, 2023), los puentes de hidrogeno se analizaron
independientemente. Para los fotogramas representativos, las asignaciones de puente-f3
se examinaron adicionalmente mediante la geometria directa de puentes de hidrogeno de

la cadena principal.

Los puentes de hidrégeno entre PS1 y los fragmentos analizados se caracterizaron
en dos niveles de andlisis con alcance distinto. El primero es el fotograma representativo
de cada sistema, sobre el cual se determiné la identidad de los pares de residuos en
contacto, su naturaleza quimica y la reciprocidad simultanea, que es la condicién que
define un emparejamiento de tipo puente-p. El segundo es la trayectoria completa de 200
fotogramas, empleada unicamente para estimar la ocupacion de cada contacto y, con ello,
acotar hasta qué punto los contactos observados en el fotograma representativo son
persistentes o transitorios. La caracterizacion de la naturaleza quimica y de la reciprocidad
fotograma a fotograma a lo largo de la trayectoria excede el alcance de este trabajo y se
plantea como perspectiva (Capitulo 3). Se consider6 presente un puente de hidrégeno
cuando la distancia donador-hidrogeno-aceptor fue <2.5 A y el angulo donador-hidrogeno-
aceptor fue 2120°. Los donadores se restringieron a hidrégenos polares unidos a N, O o

S, excluyendo atomos de nitrégeno sin par libre disponible para aceptacion; la elegibilidad
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de histidina como aceptor se evaludé segun el estado de protonacién presente en la

estructura.

Los contactos de puente de hidrogeno se clasificaron segun su origen quimico en
interacciones cadena principal-cadena principal (mc-mc), cadena principal/cadena lateral
(mixtas mc-sc), o cadena lateral-cadena lateral (sc-sc). Se consideré indicativa de
apareamiento de tipo puente-f3 Unicamente a la reciprocidad mc—mc (N-H---O=C en ambas
direcciones entre el mismo par de residuos); la reciprocidad que involucra atomos de
cadena lateral se reporta pero no se interpreta estructuralmente como puente-. Para el
analisis a lo largo de toda la trayectoria, la ocupacion de cada contacto se calculé como el
porcentaje de los 200 fotogramas guardados en que un par de residuos dado satisfizo los
criterios de puente de hidrégeno; los contactos con una ocupacion <5% se clasificaron
como transitorios, mientras que aquellos presentes en 25% de los fotogramas se

consideraron conservados o recurrentes.

1.4.7 Claridades sobre herramientas de software y generaciéon
de figuras

Los calculos de hidrofobicidad y momento hidrofébico (1.4.3.3) se realizaron en
Python 3.11.15. Las figuras y capturas estructurales de los resultados de las simulaciones
de SMD se generaron con PyMOL 3.1.8 (Schrédinger, s/f) y con las bibliotecas matplotlib
(Hunter, 2007) y Seaborn (Waskom, 2021) en Python 3.11.15. Los scripts empleados para
el analisis geométrico de puentes de hidrégeno y la verificacién de estructura secundaria
basada en DSSP se desarrollaron con la asistencia de Claude (Sonnet 5; Anthropic), una
herramienta de inteligencia artificial generativa, y fueron probados y validados de forma

independiente antes de su uso.
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2.1 Lista de sustratos de Gamma-secretasa:

Para abordar el primer objetivo especifico de este trabajo de tesis se construyé una
base de datos actualizada de las proteinas validadas como sustrato de GS. Asi, se
construyo la lista denominada Sustratos_An, la cual sera el objeto de analisis para el
alineamiento multiple, perfil fisicoquimico comparativo y la construccién del MOM

subsecuente.

Como se menciond en la seccidén anterior, se consideré como sustrato de GS a
toda proteina cuyo procesamiento por GS haya sido demostrado sobre el candidato
individual, sea haciendo uso de inhibicién farmacolégica con DAPT o a través de Knock
out genético a la enzima, seguidas de deteccion del FCT acumulado por Western blot.
Correspondientemente, se consideré como no sustrato a toda proteina de membrana
validada experimentalmente bajo los mismos ensayos, mas sin observar la acumulacion

de FCT trans la inhibicidon de la enzima.

Los criterios de inclusion y exclusion aplicados se resumen en la Tabla 1. En primer
lugar, se excluyeron las proteinas sugeridas exclusivamente por aproximaciones
proteébmicas de alto rendimiento y no validadas individualmente, dado que estas
aproximaciones pueden generar tanto falsos positivos como falsos negativos (seccion
1.3.4). Como consecuencia de esta decision, se generd una lista mas conservadora con
menor numero de sustratos, pero con el beneficio de que cualquier patrén de secuencia

identificado no sea sesgado por candidatos de estatus incierto. En segundo lugar, para
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esta lista inicial, se conservaron sustratos demostrados en especies distintas de Homo

sapiens, como ratén, rata y hasta pollo, con el fin de maximizar el niumero de secuencia

disponibles para la construccion del MOM vy el perfil fisicoquimico. Esta decision introduce

una limitaciéon que debe mantenerse presente en la interpretacién: la GS de ratén y otros

organismos no es idéntica a la humana, de modo que la inclusién de ortélogos amplia el

poder descriptivo del andlisis de secuencia a costa de la homogeneidad del sistema

enzima-sustrato subyacente. Por esta razén, los analisis que dependen de la identidad

exacta enzima-sustrato y del sitio de escision (secciones de prediccion estructural y SMD)

se analizaron usando el conjunto Gold-estandar descrito en la seccion 2.1.1.

Tabla 1 Resumen de criterios de inclusion y exclusiéon aplicados para la seleccion
de sustratos y no sustratos de y-secretasa.

Referencia /

# Criterio Tipo Aplicado a Entradas afectadas Py
justificacion
Validacién
experimental directa
sobre el candidato
individual: inhibicion Seccion
de GS con DAPT o Sustratos Criteri . 134
1 knock-out  genético, Inclusion y no r|t?r|o qujel. define I P
seguida de deteccién sustratos totalidad de Ia lista. metodologia
del fragmento 1.4.1
carboxilo-terminal
(FCT) acumulado por
Western blot
Exclusion de
gapdidatos sugeridos Metodologia
unicamente por 141
aproximaciones Ly e S
2 protedmicas de alto Exclusion  Sustratos No cuantificado. (candidatos
rendimiento, sin de Hou et
validacion  individual al., 2023)
del FCT
Inclusion de sustratos
y no sustratos
demostrados en
especies distintas de 62 de 167 e’ntradas no
Homo sapiens (raton, 3 Sustratos  humanas (48 raton, 12 rata, 2 Metodologia
3 rata, pollo), para Inclusion y no pollo) 141
maximizar la sustratos 2 de 22 entradas en no T
diversidad de sustratos (S27A1 y ACSL5)
secuencia disponible
para el MOMy el perfil
fisicoquimico
Restriccion de 2  proteinas  excluidas: Merrick et
4 proteinas con  Eyclusidn  Sustratos Policistina-1/PKD1 (10 pasos al.,, 2012;
multiples pasos TM; paso de corte no Meyeretal.,
transmembranales a especificado) y GRIA3 (4 2003
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Referencia /

# Criterio Tipo Aplicado a Entradas afectadas Ny
justificacion
aquellas cuyo paso pasos TM; corte en horquilla
escindido por GS esta intramembranal, no en un
identificado sin paso TM)
ambigledad
4 ajustes: exclusion de
IBLBW6_RAT (calificacion de
anotacion 2/5 en UniProt;
casi idéntica en su region
TM-JMD a Protocadherina y-
Correccion de A3, ya incluida);
anotaciones conservacion de
seﬁaladas coOMo  Ev usidn C_SE1R_MQUSE (el report.e Breimann et

5 erréneas en el - Sustratos original valida la secuencia
Supplementary /Inclusion murina, no la humana); al,, 2025
Dataset 1 de reincorporacion de
Breimann et al. (2025) NRG1_MOUSE (descartada

por confusion de notacion);
reincorporacion de
PIANP_MOUSE (descartada
por actualizacion del cédigo
UniProt Q6P1B3)
Eiltj)fig;?:f?ca 18 entradas: TNR12, TNR1B,
complementaria MILR1, CLM8, PTPRD,
PTPRT (6, literatura reciente
(Scopus, PubMed) . ;
ara incorporar - independiente) + CD2, CD8, Secciéon

6 gustratos reportados Inclusiéon  Sustratos ERBB2, F174A, CD68, 511

después de 2021 PCD17, GPNMB, CLMP, s
! ICAM1, STYK1, TIMD4,

fecha de corte del .

. VCAM1 (12, validados por
conjunto de datos Brei

. reimann et al., 2025)

corregido
Reclasificacion de . 2 proteinas: F11R/JAM1 (sin
proteinas Exclusion acumulacién apreciable del
previamente de FCT tras inhibicion de GS en  Stiitzer et

7 reportadas como sustratos AMbOS el ensayo original) vy al., 2013;
sustrato a no sustrato, /inclusidon TYROBP (reportada como no Wunderlich
por evidencia en no sustrato por evidencia previa et al., 2013
experimental directa g stratos a su inclusion  como
en contra candidato)

Validacion
experimental directa
para no sustratos:

8 ausencia de Inclusion No Base de 15 entradas; dataset Breimann et
acumulacion del FCT sustratos de Breiman et al., 2025 al., 2025
tras inhibicién de GS
sobre el candidato
individual
Aceptacion de
validaciones no Corresponde
publicadas, No 3 entradas: RELL1, TGFA ncia

9 confirmadas por Inclusion sustratos  TYOBP ) ’ ’ Breiman.n ot
correspondencia
directa  con  los al., 2025
autores

10 Incorporacion de no Inclusion No 5 entradas: ACSL5, S27A1, Breimann et

sustratos adicionales

sustratos

MANBAL, FAAH2, RELL2 al., 2025
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Referencia /

# Criterio Tipo Aplicado a Entradas afectadas S
justificacion

validados en el mismo

estudio de 2025
Incorporacion de no
sustratos de .
validacién  funcional N 2 entradas..r .SYT12 y No ARfalq et al
11 especifica con  Inclusién o sust!'ato artificial (TM de 21 alg etal.,,
procesami’ento directo sustratos leucinas + JMD del sustrato 2024
por GS o de eficiencia TNR12)
muy baja
Exclusion por .
redundancia de Comparacio
secuencia casi f caso aplicado: n de
12 ompleta respecto de  =XClusion  Sustratos g p\vg RAT (ver criterio 5. secuencia
una entrada ya TM-JMD
incluida
Exclusion de
constructos con
regiones . }
yuxtamembranales Exclusion 1 ”entrada. No_ sustrato
heterdlogas, del perfil  (restringid artlflglal, cuyas regiones JMD _
13 fisicoquimico a a estos No provienen de un sustrato  Secciones
comp?:lrativo y de la dos sustratos validado (TNR12), lo que 2.1.1y2.2.1

sesgaria el modelo de no

construccion del MOM analisis) sustrato

de no sustratos (se
conservan en la lista
general)

Para cada proteina seleccionada se tomo la region TM anotada en UniProt, y, a

partir de ella, se definieron los fragmentos/regiones usadas para el analisis de secuencias:

e Laregion TM en si.

e Los diezresiduos del JMD inmediatamente adyacentes en el extremo amino
(JMD-N). Su version extendida cuenta con 54 residuos de longitud,
correspondiente a la longitud maxima reportada para un sustrato (BCMA)
que es directamente procesado por GS, sin recurrir a una sheddasa como
BACE o ADAM (ARfalg et al., 2024).

o Los diez residuos del JMD inmediatamente adyacentes en el extremo
carboxilo (JMD-C). Su versién extendida cuenta con una longitud de 81
aminoacidos, correspondiente a la longitud aproximada del AICD liberado

por el corte € por GS a APP en el citosol (Ng et al., 2024) .
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o El fragmento TM-JMD que integra la region TM flanqueada por JMD-N y
JMD-C de diez residuos de longitud.

Para las proteinas con multiples pasos transmembranales se analizé Unicamente
el paso TM escindido por GS; cuando este paso no pudo establecerse a partir de la
literatura, la proteina fue excluida. Cada entrada se reportd con su codigo UniProt,
referencia, clase topoldgica, y el sitio de escision cuando este se encuentra reportado
(Anexo A).

2.1.1 Lista de sustratos y no sustratos

Las listas de sustratos y no sustratos se construyeron a partir de las compilaciones
mas recientes disponibles en la literatura (Breimann et al., 2025; Guner & Lichtenthaler,
2020) y se sometieron a curacion manual siguiendo los comentarios del Supplementary
Dataset 1 de Breimann et al. (2025), que documenta proteinas incluidas o descartadas

erréneamente en las listas publicadas hasta esa fecha.

Se generaron las listas de sustratos partiendo de las listas de sustratos y no
sustratos reportados hasta la fecha en la literatura, y se ajustaron de acuerdo con los
comentarios del dataset suplementario 1 reportado por Breimann en 2025 (Breimann et al.,
2025), el cual menciona que hay sustratos erroneamente incluidos en las listas publicadas

hasta la fecha.

Asi, sobre esa base se aplicaron cuatro correcciones: se descarto la protocadherina
y-A1 (I6LBW6_RAT), cuya calificacién de anotacion en UniProt es de 2/5 y cuya region
TM-JMD es practicamente idéntica a la de la protocadherina y-A3 (Q91XY5), ya incluida
en la lista, con una unica sustitucion conservativa en la region analizada. Se conservo la
secuencia de raton de CSF-1R, dado que el estudio original que la reporta como sustrato

trabajé sobre la proteina murina y no sobre la humana (Wilhelmsen & Geer, 2004). Se
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reincorporé NRG1_MOUSE, descartada por una confusion de notacién en el conjunto de
datos de 2025 pero presente en Guner y Lichtenthaler (2020). Se reincorporé
PIANP_MOUSE, descartada por una actualizacion de su entrada en UniProt (Q6P1B3).

A continuacion, se resolvié el tratamiento de las proteinas con multiples pasos
transmembranales, que habian sido excluidas en bloque por Breimann et al. (2025). Se
revisaron individualmente e, igualmente, se resolvidé excluirlas a ambas del analisis. La
policistina-1 (PKD1, diez pasos TM) fue excluida porque el reporte original describe la
liberacion de un fragmento carboxilo-terminal sefalizador dependiente de GS, pero no
especifica en cual paso transmembranal ocurre la escisidon ni caracteriza el corte como
directo, de modo que no es posible asignar una region TM al analisis (Merrick et al., 2012).
GRIA3 (cuatro pasos TM) fue excluida porque la escision reportada no ocurre en un paso
transmembranal sino en una horquilla intramembranal (Meyer et al., 2003), una geometria
distinta de la de los sustratos de paso unico que introduciria sesgo en los analisis

subsecuentes.

Dado que el conjunto de datos de referencia de Breimann (2025) reporta un total
de 147 sustratos publicados hasta 2021, se realizd una busqueda bibliografica
complementaria en Scopus y PubMed para incorporar los reportes posteriores. Por esta
via se incluyeron TNR12 (Guner et al., 2022), TNR1B, MILR1 y CLM8 (Hou et al., 2023),
PTPRD (Qian et al., 2023) y PTPRT (S. Liu et al., 2023), junto con los sustratos validados
experimentalmente propiamente por Breimann y colaboradores (2025): CD2, CD8, ERBB2,
F174A, CD68, PCD17, GPNMB, CLMP, ICAM1, STYK1, TIMD4 y VCAM1.

Para el conjunto de no sustratos se partié de las quince proteinas de membrana
evaluadas experimentalmente y reportadas como no procesadas, o procesadas con muy
baja eficiencia, por GS hasta 2024 (Breimann et al., 2025). Se conservaron RELL1, TGFA
y TYOBP, cuya validacion no se encuentra publicada, pero fue confirmada por
correspondencia con los autores, quienes indicaron que no se observd cambio en la

concentracion de proteina tras el tratamiento con DAPT. A este conjunto se afadieron
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cinco no sustratos validados en el mismo estudio de 2025: ACSL5, S27A1, MANBAL,
FAAH2 y RELL2, asi como la sinaptotagmina-12 (SYT12), y un constructo artificial
compuesto por una regién TM compuesta por 21 leucinas flanqueada por las regiones JM
del sustrato TNR12, ambos validados experimentalmente como no procesados o

procesados con muy baja eficiencia (Al¥falg et al., 2024).

Dos proteinas previamente reportadas como sustrato fueron reclasificadas como
no sustrato. F11R (JAM1_HUMAN) no se considerd sustrato porque en los ensayos de
Western blot del reporte original no se aprecia una acumulacién apreciable del FCT al
inhibir la actividad de GS (Stutzer et al., 2013). TYROBP, propuesta como sustrato por Hou
et al. (2023) mediante protedmica, tampoco se consideré como tal, dado que habia sido
previamente evaluada y reportada como no sustrato (Wunderlich et al., 2013) y asi se
mantiene en la compilacion de 2025. Ambas proteinas fueron consideradas inicialmente
sobre la base de los reportes de Stutzer y de Hou (Hou et al., 2023; Stutzer et al., 2013), y
su reclasificacion responde a evidencia experimental directa posterior; sus caracteristicas
de secuencia se retoman en la discusion, dado que varias de ellas son compatibles con
las de los sustratos y ejemplifican por qué la similitud de secuencia por si sola no basta

para asignar el estatus de sustrato.

Tras la curacion, Sustratos An quedd conformada por 167 sustratos, 17 mas que
los reportados hasta 2020 por Guner & Lichtenthaler (2020) y veinte mas que los presentes
en el conjunto de datos de Breimann y colaboradores (2025), y por 22 no sustratos, siete
mas que los quince disponibles hasta esa misma fecha. La lista completa, con cédigos
UniProt, regiones analizadas, referencias y campos adicionales, se presenta en las Tablas

2-3 y en el Anexo A.

Tabla 2 Lista completa Sustratos_An con los sustratos validados de y-secretasa.
*Los sustratos marcados como aun no publicados fueron confirmados por correspondencia con
Breimann y colaboradores (2025).
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Entry Uniprot entry Protein name Reference (original
(reported) name reported)
Amyloid-beta precursor protein (De Strooper et al.,
P05067 A4 _HUMAN (APP) 1098)
Disintegrin and metalloproteinase
014672 ADA10_HUMAN domain-containing protein 10 (Tousseyn et al., 2009)
(ADAM 10)
P14925 AMD_RAT Peptidylglycine alpha-amidating g0 0001 et al., 2010)

monooxygenase (PAM)
P70180 ANPRC_MOUSE  Atrial natriuretic peptide receptor 3 (Hemming et al., 2008)

Q03157 APLP1_MOUSE Amyloid beta precursor like protein 1 .
(Scheinfeld et al., 2002)

Q06481 APLP2_HUMAN  Amyloid beta precursor like protein 2
P35613 BASI_HUMAN Basigin (Yong et al., 2019)
P35070 BTC_HUMAN Probetacellulin (Stoeck et al., 2010)
P09803 CADH1_MOUSE Cadherin-1 (Marambaud et al., 2002)
P19022 CADH2_HUMAN Cadherin-2 (Marambaud et al., 2003)
P33151 CADH5_HUMAN Cadherin-5 (B. Schulz et al., 2008)
Q90762 CADH6_CHICK Cadherin-6 (T et et
Q8R5M8 CADM1_MOUSE Cell adhesion molecule 1 (Nagara et al., 2012)
Q6PDJ1 CAHD1_MOUSE VWFA and cache d.omaln-contalnlng (Rudan Njavro et al.,
protein 1 2020)
P16070 CD44_HUMAN CD44 antigen (Murakami et al. 2003)
P14209 CD99_HUMAN CD99 antigen (Bedau et al., 2017)

Macrophage colony-stimulating

P09581 CSF1R_MOUSE factor 1 receptor (Wilhelmsen et al., 2004)
Q8VHYO0 CSPG4_MOUSE  Chondroitin sulfate proteoglycan 4 (Sakry et al., 2014)
094985 CSTN1_HUMAN Calsyntenin-1

Q9H4DO0 CSTN2_HUMAN Calsyntenin-2 (Araki et al., 2004)
Q9BQT9 CSTN3_HUMAN Calsyntenin-3

P78310 CXAR_HUMAN Coxsac"ie"ir’;;ez;‘:radeno"irus (Hou et al., 2023)
Q9H2A7 CXL16_HUMAN C-X-C motif chemokine 16 (Schulte et al. 2007)
D37ZK3 D3ZZK3_RAT Ephrin type-A receptor 4 (Inoue et al., 2009)
Q14118 DAG1_HUMAN Dystroglycan 1 (Hemming et al., 2008)
Q63155 DCC_RAT Netrin receptor DCC (Taniguchi et al. 2003)
Q61483 DLL1_MOUSE Delta-like protein 1 (LaVoie & Selkoe, 2003)
Q8NFT8  DNER_HUMAN %fg\?v 2nd Flotoh-like def;‘SZ{,Tc‘,?' (Hemming et al., 2008)
Q9ERCS8 DSCAM_MOUSE Cell adhesion molecule DSCAM (S. M. Sachse et al.,
Q4VAB1 DSCL1_MOUSE Cell adhesion molecule DSCAML1 2019)
Q14126 DSG2_HUMAN Desmoglein-2 (Hemming et al., 2008)
P52795 EFNB1_MOUSE Ephrin-B1 (Tomita et al., 2006)
P52800  EFNB2 _MOUSE Ephrin-B2 (Georga‘g’opé’g’)'os etal.,
P16422 EPCAM_HUMAN Epithelial cell adhesion molecule (Maetzel et al., 2009)
P29317 EPHA2 HUMAN Ephrin type-A receptor 2

P54756 EPHA5 HUMAN Ephrin type-A receptor 5 (Merilahti et al., 2017)
Q15375 EPHA7_HUMAN Ephrin type-A receptor 7

P54763 EPHB2_MOUSE Ephrin type-B receptor 2 (Litterst et al., 2007)
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P54753
P54760
015197

Q15303
075460

Q76MJ5

Q61851
P22455
P16882
Q92896

P04439

Q14626
P08069
P14778
P27930
P08887
P48551

P06213
Q63722
Q9Y219

P15382

Q9Y6J6

QOUEF7
P11627
P01130
P16150

POCC10
Q07954
Q9NZR2
A2ARV4
075581

Q924X6

QOH3WS

Q12866
P08581
P15941

015146
Q9JKF6

EPHB3_HUMAN
EPHB4_HUMAN
EPHB6_HUMAN

ERBB4_HUMAN
ERN1_HUMAN

ERN2_HUMAN

FGFR3_MOUSE
FGFR4_HUMAN
GHR_MOUSE
GSLG1_HUMAN

HLAA_HUMAN

111RA_HUMAN
IGF1R_HUMAN
IL1R1_HUMAN
IL1R2_HUMAN
ILBRA_HUMAN
INAR2_HUMAN
INSR_HUMAN
JAG1_RAT
JAG2_HUMAN

KCNE1_HUMAN

KCNE2_HUMAN

KLOT_HUMAN
L1CAM_MOUSE
LDLR_HUMAN
LEUK_HUMAN

LRC4B_RAT
LRP1_HUMAN
LRP1B_HUMAN
LRP2_MOUSE
LRP6_HUMAN
LRP8_MOUSE

LRRN3_HUMAN

MERTK_HUMAN
MET_HUMAN
MUC1_HUMAN

MUSK_HUMAN
NECT1_MOUSE

Ephrin type-B receptor 3
Ephrin type-B receptor 4

Ephrin type-B receptor 6

Receptor tyrosine-protein kinase
erbB-4
Serine/threonine-protein
kinase/endoribonuclease IRE1
Serine/threonine-protein
kinase/endoribonuclease IRE2

Fibroblast growth factor receptor 3
Fibroblast growth factor receptor 4
Growth hormone receptor

Golgi apparatus protein 1

HLA class | histocompatibility
antigen

Interleukin-11 receptor subunit alpha
Insulin-like growth factor 1 receptor
Interleukin-1 receptor type 1
Interleukin-1 receptor type 2
Interleukin-6 receptor subunit alpha
Interferon alpha/beta receptor 2
Insulin receptor
Protein jagged-1
Protein jagged-2
Potassium voltage-gated channel
subfamily E member 1

Potassium voltage-gated channel
subfamily E member 2

Klotho
Neural cell adhesion molecule L1
Low-density lipoprotein receptor

Leukosialin

Leucine-rich repeat-containing
protein 4B, Netrin-G3 ligand, NGL-3
Prolow-density lipoprotein receptor-

related protein 1
Low-density lipoprotein receptor-
related protein 1B
Low-density lipoprotein receptor-
related protein 2
Low-density lipoprotein receptor-
related protein 6
Low-density lipoprotein receptor-
related protein 8
Leucine-rich repeat neuronal protein
3

Tyrosine-protein kinase Mer
Hepatocyte growth factor receptor
Mucin-1
Muscle, skeletal receptor tyrosine-
protein kinase

Nectin-1

(Merilahti et al., 2017)

(Ni et al. 2001)

(Niwa et al., 1999)

(Degnin et al., 2011)
(Merilahti et al., 2017)
(Cowan et al., 2005)
(Stutzer et al., 2013)

(Carey et al., 2007)

(Lokau et al., 2017)
(McElroy et al., 2007)
(Elzinga et al., 2009)

(Kuhn et al. 2007)
(Chalaris et al., 2010)

(Saleh et al., 2004)
(Kasuga et al., 2007)

(LaVoie et al. 2003)
(Ikeuchi et al. 2003)

(C. C. Sachse et al.,
2013)

(Bloch et al., 2009)
(Maretzky et al., 2005)
(Stutzer et al., 2013)

(Andersson et al., 2005)

(Lee et al., 2014)
(May et al., 2002)
(C. X. Liu et al., 2007)
(Lled et al., 2005)
(Mi & Johnson, 2007)
(May et al., 2003)

(Akter et al., 2014)

(Merilahti et al., 2017)
(Foveau et al., 2009)
(Julian et al., 2009)

(Merilahti et al., 2017)
(D. Y. Kim et al., 2002)
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P32507 NECT2_MOUSE Nectin-2 (Stitzer et al., 2013)
Q9JLB9 NECT3_MOUSE Nectin-3 (J. Kim et al., 2011)
Q92859 NEO1_HUMAN Neogenin (Go'dscggg'g)er etal,
Q62765 NLGN1_RAT Neuroligin-1 )
. (Suzuki et al., 2012)
Q62888 NLGN2_RAT Neuroligin-2
Q01705 NOTC1_MOUSE Neurogenic Iocus' notch homolog (De Strooper et al.,
protein 1 1999)
035516 NOTC2_MOUSE Neurogenic Iocus. notch homolog
protein 2
Q61982  NOTC3_MOUSE  \eurogenic Lorg‘;esir’]‘%t“h homolog  sayena et al., 2001)
P31695 NOTC4_MOUSE Neurogenic Iocus. notch homolog
protein 4
Death domain-containing membrane (Gowrishankar et al.,
Q8CJ26 NRADD_MOUSE protein NRADD 2004)
Q6DR98 NRG1_MOUSE Pro-neuregulin-1 (Bao et al., 2003)
P56974 NRG2_MOUSE Pro-neuregulin-2 (Czamggz%?ereta’
Q63373 NRX1B_RAT Neurexin-1-beta
) (Saura et al., 2011)
Q63376 NRX2B_RAT Neurexin-2-beta
Q9HDB5 NRX3B_HUMAN Neurexin-3-beta (Bot et al., 2011)
P04629  NTRK1_HUMAN  Highaffinity nerve growth factor 4o ianii et al., 2017)
receptor
P15209 NTRK2_MOUSE BDNF/NT-3 growth factors receptor (Tejeda et al., 2016)
P41217 OX2G_HUMAN 0OX-2 membrane glycoprotein (Z. Chen et al., 2018)
QINPG4 PCD12_HUMAN Protocadherin-12 (Bouillot et al., 2011)
Q76718 PCDA4_RAT Protocadherin alpha-4 (Bonn et al., 2007)
Q86YL7 PDPN_HUMAN Podoplanin (Yurrita et al. 2014)
Q6P1B3 PIANP_MOUSE PILR a'phaﬁzﬁgﬂated neural (Biswas et al., 2016)
PO8F94 PKHD1_HUMAN Fibrocystin (Kaimori et al., 2007)
P40967 PMEL_HUMAN Melanocyte protein PMEL
P11117 PPAL_HUMAN Lysosomal acid phosphatase (Stutzer et al., 2013)
Proline-rich membrane anchor 1 (Garcia-Ayllon et al.,
Q810F0 PRIMA_MOUSE (PRIMA) 2014)
Q589G5 PRTG_CHICK Protogenin (Wata”abgoﬁ‘z'\;akam”ra’
Q13308 PTK7_HUMAN Inactive tyrosine-protein kinase 7 (Na et al. 2012)
P10586  PTPRF_HUMAN  Receplor-type tyrosine-protein .. 000010 6t al,, 2007)
phosphatase F
P35822  PTPRK_MOUSE Recepfg:yﬁ:t;fgige'zr°te'”
Recegtor-tp pe t rosinzr-)protein (Anders et al., 2006)
P28828 PTPRM_MOUSE ype 'y
- phosphatase mu
Q62656 PTPRZ _RAT Receptor-type tyrosine-protein (Chow et al., 2008)
phosphatase zeta
Q6UX71 PXDC2_HUMAN  Plexin domain-containing protein 2 (Hemming et al., 2008)
Q91XX1 Q91XX1_MOUSE Protocadherin gamma-C3
. (Haas et al., 2005)
Q91XY5 Q91XY5_MOUSE Protocadherin gamma A3
Q15109 RAGE_HUMAN Advanced glycosylation end (Galichet et al., 2008)
product-specific receptor
QI9Y6N7 ROBO1_HUMAN Roundabout homolog 1 (Seki et al., 2010)
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Q01887
P97952

060939
Q8BHK2

Q7M729

P18827
P34741

075056

Q9BYH!1
Q6UXDS5

Q7TSK2

P78324

Q8WY21

Q92673
Q99523
043581

Q8BGV3
Q9UIK5
P26342

P35590
QINP84
P08138
Q02223
P19438
075509
QINZC2
P11344
Q06418

P07147
P29812
P30530
QG6EMK4
P17948

RYK_MOUSE
SCN1B_MOUSE

SCN2B_HUMAN
SCN3B_MOUSE

SCN4B_MOUSE

SDC1_HUMAN
SDC2_HUMAN

SDC3_HUMAN

SE6L1_HUMAN
SE6L2_HUMAN

SEZ6_MOUSE

SHPS1_HUMAN

SORC1_HUMAN

SORL_HUMAN
SORT_HUMAN
SYT7_HUMAN

TACD2_MOUSE
TEFF2_HUMAN
TGBR3_RAT

TIE1_HUMAN
TNR12_HUMAN
TNR16_HUMAN
TNR17_HUMAN
TNR1A_HUMAN
TNR21_HUMAN
TREM2_HUMAN
TYRO_MOUSE
TYRO3_HUMAN

TYRP1_MOUSE
TYRP2_MOUSE
UFO_HUMAN
VASN_HUMAN
VGFR1_HUMAN

Tyrosine-protein kinase RYK
Sodium channel regulatory subunit
beta-1
Sodium channel regulatory subunit
beta-2
Sodium channel regulatory subunit
beta-3
Sodium channel regulatory subunit
beta-4

Syndecan-1
Syndecan-2

Syndecan-3

Seizure 6-like protein
Seizure 6-like protein 2

Seizure protein 6

Tyrosine-protein phosphatase non-
receptor type substrate 1
VPS10 domain-containing receptor
SorCS1

Sortilin-related receptor
Sortilin
Synaptotagmin-7

Tumor-associated calcium signal
transducer 2

Tomoregulin-2

Transforming growth factor beta
receptor type 3
Tyrosine-protein kinase receptor
Tie-1
Tumor necrosis factor receptor
superfamily member 12A
Tumor necrosis factor receptor
superfamily member 16
Tumor necrosis factor receptor
superfamily member 17
Tumor necrosis factor receptor
superfamily member 1A
Tumor necrosis factor receptor
superfamily member 21
Triggering receptor expressed on
myeloid cells 2

Tyrosinase

Tyrosine-protein kinase receptor
TYRO3
5,6-dihydroxyindole-2-carboxylic
acid oxidase
L-dopachrome tautomerase

Tyrosine-protein kinase receptor
UFO

Vasorin

Vascular endothelial growth factor
receptor 1 (VEGFR-1)

(Lyu et al., 2008)

(H. K. Wong et al., 2005)

(D. Y. Kim et al., 2005)

(Wong et al., 2005)

(Hemming et al., 2008)

(J. G. Schulz et al.,
2003)

(Stutzer et al., 2013)

(Pigoni, Gunnersen,

et al., 2016; Pigoni,

Wanngren, et al., 2016)
(Londino et al., 2015)

(Nyborg et al., 2006)

(Bshm et al., 2006)

(Nyborg et al., 2006)
(Vevea et al., 2021)

(Stoyanova et al., 2012)
(Ali & Knéuper, 2007)

(Blair et al., 2011)

(Marron et al., 2007)
(Guner et al., 2022)
(Kanning et al., 2003)

(Laurent et al., 2015)
(Chhibber-Goel et al.,

2016)

(Colombo et al., 2018)

(Wunderlich et al., 2013)

(Wang et al., 2006)

(Merilahti et al., 2017)

(Wang et al., 2006)

(Y. Lu et al., 2017)

(Hemming et al., 2008)

(Cai et al., 2006)
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(Ablonczy et al., 2009;

Vascular endothelial growth factor Merilahti & Elenius,

receptor 2 (VEGFR-2) 2018)
Vascular endothelial growth factor I

receptor 3 (VEGFR-3) (Merilahti et al., 2017)
P98156 VLDLR_MOUSE Very low-density lipoprotein receptor  (Hoe & Rebeck, 2005)

P78423 X3CL1_HUMAN Fractalkine (Schulte et al., 2007)

P06729 CD2_HUMAN T-cell surface antigen CD2
(Erythrocyte receptor)
T-lymphocyte activation antigen

P35968 VGFR2_HUMAN

P35916 VGFR3_HUMAN

P42081 CD86_HUMAN CD86

P04626 ERBB2_HUMAN Receptor tyroesrikr)'ng:grotein kinase
Q8TBP5 F174A_HUMAN Membrane protein FAM174A
P31996 CD68_MOUSE Macrosialin (CD antigen CD68)

014917 PCD17_HUMAN  Protocadherin-17 (Protocadherin-68)  (Breimann et al., 2025)
Q14956 GPNMB_HUMAN  Transmembrane glycoprotein NMB

Q9H6B4 CLMP_HUMAN CXADR-like membrane protein

P13597 ICAM1_MOUSE Intercellular adhesion molecule 1

Q6J9G1 STYK1_MOUSE Tyrosine-protein kinase STYK1
Q96H15 TIMD4 HUMAN T-cell |mlmunoglc.)b.ulln and mucin
- domain-containing protein 4
P19320 VCAM1_HUMAN Vascular cell adhesion protein 1
P20333 TNR1B_HUMAN Tumor necrosis factor receptor
superfamily member 1B
Q7Z6M3 MILR1_HUMAN Allergin-1 (Hou et al., 2023)

Q9UGN4 CLM8_HUMAN CMREF35-like molecule 8

P23468 PTPRD HUMAN Receptor-type tyrosine-protein
- phosphatase delta

Receptor-type tyrosine-protein
phosphatase T

(Qian et al., 2023)

014522 PTPRT_HUMAN (S. Liu et al., 2023)
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Tabla 3. Lista completa de no sustratos validados de y-secretasa

Entry

Uniprot entry name

Protein name

reference

No aplica

Q8JZRO

P16066

P50895
Q6GMR7

Q14802

P05556
Q9Y624
P49257
Q86UE4
QI9NQG1

P16234
Q969W9
P53801

Q8IUW5
Q8NC24

Q60714

QONPR2
Q8I1v0o1
P01135

Q96JJ7

043914

No aplica

ACSL5_MOUSE
ANPRA_HUMAN
BCAM_HUMAN
FAAH2_HUMAN

FXYD3_HUMAN
ITB1_HUMAN
JAM1_HUMAN

LMAN1_HUMAN

LYRIC_HUMAN
MANBL_HUMAN

PGFRA_HUMAN
PMEPA_HUMAN
PTTG_HUMAN

RELL1_HUMAN
RELL2_HUMAN

S27A1_MOUSE

SEM4B_HUMAN
SYT12_HUMAN
TGFA_HUMAN

TMX3_HUMAN

TYOBP_HUMAN

Artificial no substrate (pL21) +
Human TNR12 JMD

Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 5
Atrial natriuretic peptide receptor 1
Basal cell adhesion molecule

Fatty-acid amide hydrolase 2

FXYD domain-containing ion
transport regulator 3

Integrin beta-1
Junctional adhesion molecule A
Protein ERGIC-53
Protein LYRIC

Protein MANBAL

Platelet-derived growth factor
receptor alpha

Protein TMEPAI

Pituitary tumor-transforming gene 1
protein-interacting protein

RELT-like protein 1

RELT-like protein 2

Long-chain fatty acid transport
protein 1

Semaphorin-4B
Synaptotagmin-12
Protransforming growth factor alpha

Protein disulfide-isomerase TMX3

TYRO protein tyrosine kinase-
binding protein

(ARfalg et al., 2024)

(Breimann et al., 2025)
(Hemming et al., 2008)
(Stutzer et al., 2013)
(Breimann et al., 2025)

(ARfalg et al., 2024)
(Hemming et al., 2008)

(Stutzer et al., 2013)

(ARfalg et al., 2024)
(Breimann et al., 2025)

(Merilahti et al., 2017)

(ARfalg et al., 2024)
Lichtenthaler (unpublished)
(Breimann et al., 2025)

(Stutzer et al., 2013)
(ARfalg et al., 2024)
Lichtenthaler (unpublished)

(Stutzer et al., 2013)

Lichtenthaler (unpublished)

Por especie, Sustratos An comprende 105 secuencias humanas, 48 de ratén, 12

de rata y 2 de pollo. Por topologia, 156 sustratos corresponden a proteinas de paso unico

de tipo I, 3 a proteinas de tipo Ill y 8 carecen de anotacion topolégica explicita en UniProt,

aunque si cuentan con anotacion de orientacion ectodominio—TM—citosol, coherente con

una confirmacion de tipo I. El conjunto de no sustratos comprende 19 proteinas humanas

nativas, 2 murinas y 1 constructo artificial, distribuidas en 12 proteinas de tipo I, 5 de tipo

Ill'y 5 sin anotacion topoldgica. La composiciéon de ambos conjuntos se ilustra en la Figura

11.
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‘ 4
® Sustratos " ;e \ : ' = Tipo |

= Tipo

® No

sustratos } ) , m Sin tipo
1" ; reportado

Figura 11. Composicion de la lista de secuencias de GS Sustratos_an.

El diagrama circular principal (izquierda) muestra la distribucién entre sustratos (n = 167,
verde) y no sustratos (n = 22, morado), ilustrando el desbalance en el numero de sustratos
y no sustratos reportados. Las flechas indican los diagramas de subcomposicion
correspondientes a cada subconjunto: los no sustratos (flecha morada, arriba) se
distribuyen en 12 proteinas de Tipo | (azul), 5 de Tipo lll (rojo) y 4 sin topologia anotada
en UniProt (verde oscuro); los sustratos (flecha verde, abajo) comprenden 156 proteinas
de Tipo I, 8 sin topologia anotada y 3 de Tipo Ill. En ambos subconjuntos predominan las
proteinas de Tipo |, mientras que una fraccion carece de anotacion de topologia en UniProf,
mas cuenta con anotacion para su direccion ectodominio — TM - Citosol.

El desbalance entre ambos grupos (167 frente a 22, y apenas 21 de ellos con
secuencia utilizable para el modelo probabilistico descrito mas adelante) es en si mismo
un hallazgo que resalta la necesidad de reportar mas no sustratos validados, y condiciona
la interpretacion de todo el analisis comparativo posterior. En consecuencia, cualquier
diferencia observada entre sustratos y no sustratos en las secciones siguientes se apoya
en un grupo de referencia reducido, y las tendencias descritas deben leerse como

descriptivas y no como estimaciones estadisticamente respaldadas.

De las 167 entradas de Sustratos_An, 23 cuentan con al menos un sitio de escision
anotado experimentalmente; en 14 de ellas se reportan dos sitios y en una, tres (Figura 12),
lo que refleja la heterogeneidad del corte inicial mas que un procesamiento secuencial

demostrado, el cual solo ha sido establecido para APP (seccion 1.3.3).
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Substrates:

Poaition mAaMY A r A ARl AR R RARRRNARSES A Aliphatic hydrophobic
o GSNKGAIIGLMVGGVVIATVIVITLVML ey

- SLSSSALIGLLVIAVAIA : [Negat
E-Cadbaria LQIPAILGILGGILALILT

mta kg TPQIPEWLITLA
digidiias AVVPSTATVVIVV
lspreats SSVVPSIATVVIII (]
Coleyntania-2 SM .rE’S}"—..f'.':[‘.l'.~ IVVCVGFLVIMVVI .G'T,,‘.v’RIE.HS_'.H

- T'ZQGLJK?"-.G“-" TAVTY ' [AVVAGI | VT SRKKR

o2 VKEASSTFSWGIVLAPLSLAFLVLGGIWMHRR
wren PPAQLHEMYVARAAFVLLFFVGCGVLLSRKRRR

wron PERTQLLYLLAVAVVIILFIILLGVIMAKRKRK

o PSVPLLPLLVAGAVLLIVILVLGVMVARRKREH

o NQLPWRVLCSPVAGVILLALGALLVIQLIRRRR

T YKMIQTIGLSVGAAVAYT IAVLGIMFYCKKRCK

573 mmmsatompasa GTTDNLIPVYCSILAAVVVGLVAY IAFKRWNS

.3 ) KSNLELITLTCTCVAATLFWLLLTLFIRKMKRS

Cysteire

Non-substrates:

iy el FRLLWPLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLRRCRRR
Aura-n HLSTLEVLALVGSLSLLGILIVSFFIYRKMOLE
PNz FTARIQLFLLRALGFLIGLVGRAALVLGGPKFA
X DWHSLQVGGLICAGVLCAMGI I IVMSAKCKCKF
saasLmie EPKRYPGWVILVGTGALGLLLLFLLGYGWARARA

NASBAL LENLLRYGLFLGAIFQLICVLAIIVPIPKSHEA
s SELTVAAAVLVLLVIVIISLIVLVVIWKQKPRY
AL e ITELEFVOIITIIVVVMMVMVVVITCLLSHYKILS
preo1Ls WVNFEALI ITMSVVGGTLLLGIAIC RR
sy dite protain - RPPQHGLYMLFLIVIVFFIMGLVGFMICHVLKK
Syneptotagain-32 [KSPPGWEVGVYAAGALALLGIAAVSLWKLWTS

Figura 12. Alineamiento multiple de secuencias de sustratos y no sustratos Gold-estandar
de y-secretasa centrado en los sitios de escision reportados experimentalmente.

Las secuencias primarias de los fragmentos de proteinas se agruparon en sustratos (panel superior)
y no sustratos (panel inferior). Las secuencias de los sustratos se alinearon utilizando el sitio de
escision de y-secretasa reportado experimentalmente como posicidn de referencia (triangulos rojos
invertidos), mientras que los no sustratos se alinearon con respecto a su region transmembranal.
Los aminoacidos estan coloreados segun el esquema de color de Zappo basado en sus propiedades
fisicoquimicas. El alineamiento permite la comparacién visual de la conservacién de residuos y el
entorno fisicoquimico que rodea el sitio de escisidon entre las proteinas procesadas y las no
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procesadas por la y-secretasa. Las posiciones se asignan segun la posicion en el fragmento de 33
residuos de longitud.

A partir de este subconjunto se construyd el conjunto Gold-estandar, reservado
para los analisis de prediccion y comparacion estructural, y de dinamica molecular dirigida,
cuya exigencia computacional y dependencia del reporte experimental del sitio de escisién
impiden aplicarlos a la totalidad de Sustratos An. Aplicando el criterio de validacion con
secuencias humanas en células humanas, el conjunto quedé conformado por dieciséis
sustratos: APP, APLP2, E-cadherina, CD44, CLSTN1, CLSTN2, CLSTN3, IL-1R2,
EPCAM, NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, NOTCH4, PTK7, TNR16 y VEGFR-1. Junto con
once no sustratos: ANPRA, FAAH2, FXYD3, LYRIC, MANBAL, PDGFRA, PMEPAT1,
PTTG1IP, RELL2, SYT12 y el No sustrato artificial (Tabla 4). Para NOTCH1-4 y E-
cadherina, las entradas empleadas para representar el sustrato en el conjunto amplio
provienen de constructos de cDNA murino, mientras que la validacion con secuencia y
células humanas que sustenta su inclusion en el conjunto Gold-estandar corresponde a
ensayos independientes: NOTCH1 recombinante humano probado en células humanas
(Ran et al., 2017) y los sitios de escision de NOTCH2-4 demostrados con fragmentos
generados por cDNA humano en células H4; E-cadherina se incluyd directamente con su
entrada humana (CADH1_HUMAN). Este tratamiento es analogo al ya aplicado a CSF-1R,
en el que la secuencia empleada para el analisis de secuencia amplio difiere de la especie

en que se referencia la validacion funcional.

Tabla 4. Entradas de referencia (Gold-estandar) correspondientes a sustratos y no
sustratos.

Lista de los 16 sustratos y los 11 no sustratos de la y-secretasa humana validados
experimentalmente utilizados en los analisis basados en secuencias, estructurales y de dinamica
molecular dirigida (SMD), junto con las referencias bibliograficas que establecen su condicion de
sustrato o no sustrato.

Dataset Name UniProt entry UniProt Hun:nan cell Reference
name code lines
Gold
standard . (Piao et al.
Calsyntenin-1 CSTN1_HUMAN 094985 HEK293 ’
substrate yntent - 2013)

S
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Dataset Name UniI:Iraortnzntry Ugll:lzot Hurl?::scell Reference
Calsyntenin-2 CSTN2_HUMAN Q9H4DO HEK293
Calsyntenin-3 CSTN3_HUMAN Q9BQTY HEK293
APLP2 APLP2_HUMAN Qopast  gioosand (Hg%lﬁt)al-,
APP A4_HUMAN P05067 SH-SY5Y (evtvaelldezlggg;l
CD44 Antigen CD44_HUMAN P16070 HEK293 (Lam’;ggg)ﬁ’t al,
E-Cadherin CADH1_HUMAN P12830 A431 (i\t’lzlra‘;gg‘z‘;i
EpCAM EPCAM_HUMAN P16422 HEK293 (Tsak;(‘)"liss)et al.,
IL-1R2 IL1R2_HUMAN P27930 HEK293 (Kuzh(;“o% al,
NOTCH-1 NOTC1_HUMAN P46531 HEK293
NOTCH-2 NOTC2_HUMAN Q04721 H4 (Ran ct )al.,
NOTCH-3 NOTC3_HUMAN  Q9UMA7 H4
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UniProt entry

UniProt

Human cell

Name . Reference
name code lines
NOTCH-4 NOTC4_HUMAN Q99466 H4
p75 1CD (TNR16) TNR16_HUMAN P08138 HEK293 U“;goe;)alw
Inactive tyrosine- PTK7_HUMAN Q13308 SW480 (Naetal., 2012)
protein kinase 7
VEGFR-1 (FLT1) VGFR1_HUMAN P17948 H4 (Rgr(l) f;)al
ANPR-A ANPRA_HUMAN P16066 HEK293 (Hem%ggg)et al,
Fatty-acid amide QB6GMR7 (Breimann et al.,
hydrolase 2 FAAH2_HUMAN HEK293 5025)
FXYD domain-
containing ion FXYD3_HUMAN Q14802 HEK293
transport regulator -
3
Al3falg et al.
Gold ( ,
2024)
standard
non- LYRIC LYRIC_HUMAN Q86UE4 HEK293
substrate
S
MANBAL MANBL_HUMAN QINQG1 HEK293 (Bre”;lggg)et al,
Platelet-derived (Merilaht etal
growth factor PGFRA_HUMAN P16234 MCF-7 erlza(l)nl etal,
receptor alpha )
TMEPAI PMEPA_HUMAN  Q969W9 HEK293 (ABfalg et al.,

2024)
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Dataset Name UniProt entry UniProt Hurr.1an cell Reference
name code lines
Pituitary tumor-
transforming gene PTTG_HUMAN P53801 HEK293
1 protein- -
interacting protein
RELT-like protein RELL2_HUMAN Q8NC24 HEK293 (Breimann et al.,
2 2025)
Artificial non-
substrate
construct No aplica No aplica HEK293
(polyL+TNR12
JMDs) (ABfalg et al.,
2024)
Synaptotagmin-12 SYT12_HUMAN Q8IV01 HEK293

De las 22 entradas del grupo de no sustratos, unicamente el No sustrato artificial
se excluye de la construccién del MOM vy del perfil fisicoquimico comparativo (seccién
siguiente), dado que su region TM de 21 leucinas es idealizada y maximamente hidrofdbica
y sus JMD proceden del sustrato TNR12, de modo que su inclusion introduciria en el
modelo de no sustratos precisamente las caracteristicas; tanto fisicoquimicas como de
secuencia, que el modelo busca distinguir. Por esta razoén, el alineamiento y el MOM de no
sustratos descritos en 2.2.1 se construyeron sobre 21 secuencias, mientras que las listas

reportadas conservan las 22 entradas del grupo no sustrato.

Se identific6 un Unico caso de redundancia de secuencia: los fragmentos
correspondientes a Neurexin-2-beta (Q63376 - Rata) y Neurexin-3-beta (Q9HDBS5 -
Humano) son idénticos en los 41 residuos analizados. Ambas entradas se conservaron por
corresponder a reportes y proteinas independientes, pero su identidad implica que esa
secuencia contribuye con doble peso al alineamiento y al modelo probabilistico derivado,
un efecto que conviene tener presente al interpretar el contenido de informacién por

posicion.
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Los fragmentos que incluyen ambas regiones JM flanqueando la TM conservan, en
todos los casos, exactamente diez residuos de JMD-N y diez de JMD-C, de modo que la
variacion de longitud entre fragmentos (36 a 50 residuos, con 41 residuos en 111 de los
167 sustratos) es atribuible en su totalidad a la longitud de la regién TM anotada en UniProt,
que varia entre 16 y 30 residuos. Esta variacion es relevante para la seccion 2.2, porque
implica que las posiciones de un alineamiento no se corresponden con una geometria de

membrana idéntica en todas las secuencias.

2.2 Analisis de estructura primaria

2.2.1 Alineamiento multiple de secuencias

El alineamiento multiple de secuencias (AMS) se empled con el propésito de
establecer un marco posicional comun que permitiera comparar regiones homélogas en su
ubicacién respecto de la membrana, aunque distintas en su origen evolutivo y funcién. Los
sustratos de GS provienen de familias proteicas no relacionadas entre si, como receptores,
moléculas de adhesion, ligandos y proteinas estructurales (seccion 1.3.4), de modo que
un AMS convencional, concebido para reconstruir relaciones de ascendencia comun, no
seria la herramienta apropiada si se interpreta en esos términos. Lo que aqui se busca no
es homologia, sino coincidencia de posicion: si GS discrimina sustratos mediante
propiedades locales de las regiones TM y JM, esas propiedades deben manifestarse en
posiciones equivalentes respecto de los limites de la membrana, por lo que un MSA es el
paso necesario para que esas posiciones sean comparables entre secuencias de longitud

desigual.

Asi este analisis busca explorar si existen en las regiones TM y JM de los sustratos
posiciones con composicion recurrente que permitan, de haberlas, distinguirlos de los no
sustratos de la enzima. Aproximaciones previas centradas unicamente en el analisis del

alineamiento de la secuencia primaria de sustratos no han permitido hallar factores
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discriminantes universalmente conservados en los sustratos versus no sustratos, sino
caracteristicas aisladas, como los motivos GxxxG (seccion 1.3.5) (Beel & Sanders, 2008).
Asi, el AMS proporciona el marco posicional sobre el cual se realiza la busqueda inicial de
caracteristicas secuenciales conservadas y los modelos ocultos de Markov, analisis que

efectivamente evaluan recurrencia y capacidad discriminante.

Se alinearon de manera independiente, en paralelo para Sustratos An y para el
conjunto de no sustratos, la regién TM aislada, el fragmento TM-JMD, las regiones
yuxtamembranales de diez residuos (JMD-N y JMD-C) y dos ventanas yuxtamembranales
extendidas. El fragmento TM-JMD corresponde a la region TM (~21 residuos) mas diez
residuos del JMD-N y diez residuos del JMD-C, de modo que la longitud de los fragmentos
dependia de la longitud de la regién TM reportada en UniProt para cada proteina, de modo

que la longitud real de cada fragmento varia entre 36 y 50 residuos (seccion 2.1.1).

Las dos ventanas extendidas se definieron con criterios biolégicos derivados de
evidencia experimental sobre el procesamiento por GS. Para el extremo amino se
establecio un limite de 54 residuos, correspondiente a la longitud del ectodominio residual
mas largo entre las tres proteinas validadas como escindidas directamente por GS sin
requerir procesamiento previo del ectodominio (TNR17, TNR12 y SYT7) , siendo TNR17
la de ectodominio mas extenso (ARfalg et al., 2024). Este limite delimita, por tanto, la
porcion extracelular que la enzima puede acomodar sin requerir de la intervencion de una
shedasa que reduzca la longitud del ectodominio. Para el extremo carboxilo se establecié
un limite de 81 residuos, correspondiente a la longitud del dominio intracelular liberado
(AICD) tras la escision de APP por GS, el producto C-terminal mejor caracterizado de la
enzima (Ng et al., 2024). Para 101 de las 167 entradas de Sustratos An, el dominio
citosdlico excede ese limite y la secuencia se trunca; en las restantes, la secuencia refleja

la longitud real del dominio citosélico anotado, variando de 10 a 81 residuos de longitud.

2.2.2 Seleccidon de algoritmos y parametros de alineamiento
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Los alineamientos de la region TM y del fragmento TM-JMD se realizaron con
PSI/TM-Coffee, algoritmo especializado en regiones transmembranales, con extension de
homologia contra UniRef100. Los alineamientos de las regiones yuxtamembranales se
realizaron con MAFFT v7.526 (seccion 1.4.3.1). La seleccion de la matriz de sustitucion y
del modo de refinamiento es resultado de una comparacion sistematica cuyo fundamento

conviene explicitar, dado que condiciona la interpretacion de los resultados.

2.2.2.1 Matriz de sustitucién y modo de refinamiento iterativo.

Los alineamientos iniciales de los JMDs se realizaron con BLOSUM45, matriz
habitualmente recomendada para secuencias divergentes. Sin embargo, la divergencia
entre los fragmentos analizados, procedentes de familias proteicas no relacionadas y sin
ancestro comun demostrable en la region de interés, excede el rango para el que esa
matriz resulta adecuada, y su aplicacion tiende a penalizar en exceso sustituciones que,
en un conjunto de estas caracteristicas, no reflejan divergencia evolutiva sino simple
heterogeneidad de origen. Al repetir los alineamientos con BLOSUMS30 se obtuvieron
mejores valores de calidad, ocupacion y conservacion, por lo que esta matriz se adopté

como estandar para todas las regiones yuxtamembranales.

Seguidamente, se compararon los dos modos de refinamiento por pares de
MAFFT, cuya diferencia es conceptual antes que operativa. El modo E-INS-i (--genafpair)
esta diseflado para secuencias que presentan regiones no homologas intercaladas entre
motivos conservados, y produce alineamientos mas compactos y realistas en presencia de
inserciones y deleciones. El modo L-INS-i (--localpair) tiende a extender el alineamiento
para maximizar coincidencias locales, lo que incrementa la sensibilidad para detectar
motivos cortos conservados en secuencias divergentes y produce mejores puntajes de
consenso y valores de divergencia de Shenkin mas bajos en las posiciones conservadas,
al costo de forzar un alineamiento mas estricto en esas regiones. Es decir, el mejor puntaje

de conservacién que arroja L-INS-i no debe leerse sin mas como evidencia de mayor
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conservacion biologica, sino en parte como consecuencia del propio criterio de

optimizacion del algoritmo.

Los alineamientos obtenidos en este trabajo ilustran cuantitativamente esta
diferencia. Para el JMD-N de 54 residuos, el refinamiento E-INS-i produjo un alineamiento
de 235 columnas en los sustratos y 118 en los no sustratos, mientras que L-INS-i produjo,
a partir de exactamente las mismas secuencias, 294 y 164 columnas respectivamente:
extensiones del 25 % y del 39 % en numero de columnas sin aporte de informacion
adicional, acompafadas de una caida de la ocupaciéon media (del 22,8 % al 18,2 % en
sustratos; del 31,8 % al 22,9 % en no sustratos). En cambio, para la region JMD-C
extendida la diferencia fue marginal, tanto en sustratos (406 columnas con E-INS-i frente
a 404 con L-INS-i) como en no sustratos (183 frente a 178 columnas), lo que indica que el
comportamiento expansivo de L-INS-i se manifiesta de manera desigual segun la region y
es particularmente marcado en la regidon amino. Este resultado concuerda nuevamente con
la literatura, que reportan que las regiones JMD-N cuentan con mas variabilidad en su

composicion aminoacidica (Nakashima & Nishikawa, 1992).

Esta hipdtesis puede contrastarse directamente calculando la entropia de Shannon
por columna (H = —Zpi-log,pi, sobre los 20 aminoacidos estandar, excluyendo gaps) sobre
los mismos alineamientos (Tabla 5). Considerando todas las columnas, L-INS-i produjo
una entropia promedio menor que E-INS-i en la region JMD-N de los sustratos (2,37 frente
a 2,67 bits) y en la de los no sustratos (1,24 frente a 1,62 bits), pese a tratarse del modo
que genera alineamientos mas expandidos y de menor ocupacién media (Tabla 5). Este
resultado es consistente con el fendmeno sefialado para la Figura 14.A: en una columna
con ocupacion muy baja, la entropia se calcula sobre muy pocas observaciones y su techo
tedrico se reduce mecanicamente (una columna con un unico residuo tiene H=0 por
definicion, independientemente de si esa posicidon es o no biolégicamente conservada), de
modo que el exceso de columnas de insercidn casi vacias que introduce L-INS-i sesga a
la baja su entropia promedio sin que ello refleje mayor conservacion real. La ocupacion y
la entropia de cada columna estan correlacionadas positivamente en los ocho

alineamientos (r entre 0,55 y 0,80), y al restringir el calculo a las columnas con ocupacién
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250 % la aparente ventaja de L-INS-i desaparece: la entropia media pasa a ser
practicamente idéntica entre ambos modos en JMD-N de sustratos (3,53 frente a 3,54 bits)
y en JMD-C y JMD-N de no sustratos (diferencias <0,01 bits), e incluso se invierte a favor
de E-INS-i en JMD-C de sustratos (3,34 frente a 3,53 bits) (Figura 13). En conjunto, esto
indica que el menor valor de entropia de L-INS-i sobre el alineamiento completo es, en
efecto, un artefacto de su mayor tendencia a generar columnas de insercion de baja
ocupacién, y no evidencia de que produzca un alineamiento mas conservado en las

posiciones que si cuentan con suficiente informacion.

A. JMD-N (=54 aa) - Sustratos (n=167) B. JMD-N (=54 aa) - No sustratos (n=21)
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Figura 13. Relacion entre ocupacion y entropia de Shannon por columna en los alineamientos
de las regiones yuxtamembranales.

(A-B) JMD-N (<54 aa) para sustratos y no sustratos. (C-D) JMD-C extendida (<81 aa) para sustratos
y no sustratos. Cada punto representa una columna del alineamiento correspondiente; azul: MAFFT
E-INS-i, rojo: MAFFT L-INS-i (BLOSUMS30). La linea discontinua marca el umbral de ocupacién
250% usado en la Tabla 5.
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Ambos modos son defendibles segun nuestro objetivo. No obstante, Para la
construcciéon de los modelos ocultos de Markov de las regiones yuxtamembranales se
adopté E-INS-i como estandar, por producir alineamientos mas compactos y menos
dependientes de la extensién artificial de columnas, lo cual es preferible cuando el
alineamiento alimenta un modelo probabilistico cuya arquitectura depende directamente
del nimero de columnas de coincidencia. Sin embargo, quisiéramos resaltar que en ambos
modos de alineamiento de la regién JMD-N se conservé una posicion conservada de

prolina, discutida en la seccion 2.2.1.
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Figura 14. Logos de contenido de informacion del alineamiento secuencias y modelo oculto
de Markov para sustratos de GS.
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(A) Alineamiento de regiones TM-JMD por PSI/TM y (B) a partir del HMM. (C) Alineamiento de
region JMD-N MAFFT E-INS-i BLOSUM30 y (D) a partir del HMM. (E) Alineamiento de region JMD-
C MAFFT E-INS-i BLOSUM30 (F) a partir del HMM. Para no sustratos: El eje Y muestra el contenido
de informacién en bits, mientras que el eje X muestra el nUmero de posiciones en el modelo,
ocupancia (Occup.), probabilidad de insercién (Prob. Ins.) y la probabilidad de delecién (Prob. Del)
en esa posicion. Las lineas rojas denotan posiciones donde las inserciones son mas probables. Los
logos estan coloreados con el esquema de color Clustalx. (Sustratos n=167)

2.2.2.2 Dimensiones y ocupacion de los alineamientos multiples
de secuencias

Las dimensiones obtenidas constituyen, en si mismas, una medida indirecta de la
divergencia de cada regién (Tabla 5). El alineamiento del fragmento TM-JMD de los 167
sustratos alcanzo6 72 columnas para una longitud media de 41,9 residuos (expansion de
1,72 veces; ocupacion media del 58,2 %), con 9 columnas de ocupaciéon completa. El
equivalente de no sustratos alcanzé 61 columnas para 41,4 residuos medios (expansién
de 1,47 veces; ocupacion del 67,9 %), con 18 columnas de ocupacion completa. El
contraste mas marcado se observa en las regiones extendidas: en la regién JMD-C, los
sustratos generaron 406 columnas a partir de un promedio de 66,3 residuos (expansion de
6,1 veces; ocupacién de apenas 16,3 %), y los no sustratos 183 columnas a partir de 63,8
residuos (expansion de 2,9 veces; ocupacion de 34,8 %). En laregion JMD-N, los sustratos
generaron 235 columnas a partir de 53,5 residuos medios (expansion de 4,4 veces;
ocupacion de 22,8 %) y los no sustratos 118 columnas a partir de 37,5 residuos (expansién
de 3,1 veces; ocupacién de 31,8 %), si bien esta ultima cifra no es directamente
comparable por la menor longitud de las secuencias de ese conjunto (seccion 2.2.1). En

ninguna de las regiones JMD extendidas existe una sola columna con ocupacion completa.
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Tabla 5. Dimensiones y ocupacion de los alineamientos muiiltiples obtenidos.

La expansion es el cociente entre el niumero de columnas y la longitud media de las secuencias de
entrada; la ocupacién media corresponde al porcentaje de celdas ocupadas por un residuo. (NC:
No calculado).

# Col. Entropi
L. . . ocupaci Col. Z.
Region Conjunto n Algoritmo  media Colu Exgan3| OlepaCI on 250 media,
(aa) mnas on on complet % col.
a 250%
(bits)
TM-JMD Sustratos 167 PSI/TM- 41,9 72 1,72% 58,2 % 9 45 NC
Coffee
TM-JMD No 21 PSI/TM- 414 61 1,47x 67,9 % 18 46 NC
sustratos Coffee
JM-N ( MAFFT E-
54 Sustratos 167 INS-i / 53,5 235 4,39x% 22,8 % 0 32 3,534
aa) BLOSUM30
JMN ( MAFFT L-
54 Sustratos 167 INS-i / 53,5 294 5,50% 18,2 % 0 36 3,543
aa) BLOSUM30
MAFFT E-
J5|\1-N (= Tot 21 INS-i / 37,5 118 3,14x% 31,8 % 0 29 2,569
aa) sustratos BLOSUM30
MAFFT L-
J5|\1-N (= Tot 21 INS-i / 37,5 164 4,37x% 229 % 0 21 2,559
aa) sustratos BLOSUM30
JMD-C MAFFT E-
extendida Sustratos 167 INS-i / 66,3 406 6,12x 16,3 % 0 38 3,335
(<81aa) BLOSUM30
JMD-C MAFFT L-
extendida Sustratos 167 INS-i / 66,3 404 6,09% 16,4 % 0 46 3,525
(<81 aa) BLOSUM30
JMD-C N MAFFT E-
extendida sustr:tos 21 INS-i / 63,8 183 2,87x% 34,8 % 0 53 2,656
(<81aa) BLOSUM30
JMD-C N MAFFT L-
extendida sustr:tos 21 INS-i / 63,8 178 2,79% 35,8 % 0 52 2,656
(<81aa) BLOSUM30

2.2.2.3 Recorte del alineamiento automatizado de regiones
pobremente alineadas mediante trimAl

TrimAl es un algoritmo para la eliminacion automatizada de secuencias espurias o
regiones pobremente alineadas en un AMS y seleccionar las posiciones mas fiables del
alineamiento (Capella-Gutiérrez et al., 2009). El recorte con trimAl constituye el segundo
resultado informativo de esta seccion. Conviene precisar el criterio interpretativo empleado:

la divergencia normalizada de Shenkin se basa en la entropia de Shannon para evaluar la



Capitulo 2: Resultados y discusién 77

diversidad de residuos en una columna, de modo que valores inferiores a 25 indican

posiciones altamente conservadas y valores superiores a 75 indican alta variabilidad.

Dicho esto, se compararon dos modos de recorte. El modo automated1, optimizado
para reconstruccion filogenética, y el modo strictplus, que decide umbrales 6ptimos
combinando puntajes de espacios y de similitud. Sobre el alineamiento TM-JMD de los
sustratos, ambos modos convergieron exactamente en la misma ventana de 10 columnas,
localizada en la mitad carboxilo del segmento transmembranal, reportando la secuencia
consenso LLLLLLLVLL segun el software Jalview (Waterhouse et al., 2009). lo que indica
que el resultado no es un artefacto del umbral heuristico particular sino una propiedad del
alineamiento. Sobre el alineamiento de no sustratos, el recorte redujo las 61 columnas
iniciales a 17 posiciones, también en la region TM central. Aplicado a la regidon TM aislada,
el modo automated1 eliminé la totalidad de las columnas, mientras que strictplus conservé
diez. De manera general, el modo strictplus genero alineamientos mas largos manteniendo

los valores de calidad y conservacién y mejorando los valores de divergencia de Shenkin.

Sobre las regiones yuxtamembranales aisladas el recorte fue aun mas drastico. En
la region JM-N de 54 residuos, trimAl descart6 ocho secuencias completas por
considerarlas compuestas unicamente por espacios, entre las cuales se encontraban APP,
APLP1, APLP2, y CD44, es decir, varios de los sustratos mejor caracterizados, y conservo

apenas diez posiciones por secuencia.

Estos resultados admiten una lectura directa, mas deben de interpretarse
cautelosamente. Directamente, indican que la unica ventana posicional que un criterio
automatizado conserva en los sustratos es la mitad carboxilo de la region TM, y que las
regiones yuxtamembranales son, en términos de alineamiento columna a columna,
demasiado divergentes para sostener posiciones informativas. Esto es consistente con la
limitante fisicoquimica inherente al ambiente transmembranal, dado que las regiones TM
requieren residuos hidrofébicos como isoleucina, leucina, valina, alanina y metionina para

mantener su insercion, siendo leucina y valina los residuos mas abundantes en el paso TM
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de proteinas del tipo | (Landolt-Marticorena et al., 1993; Nakashima & Nishikawa, 1992).
También se ha descrito previamente que una caracteristica comun entre sustratos de GS
es la presencia de un residuo de valina cerca a la interfaz membrana-citosol y se halla justo
a la derecha del sitio de corte € (Yurrita et al., 2014). En algunos sustratos de GS, cuando
se muta este sitio de valina, se previene el corte (Huppert et al., 2000; Vidal et al., 2005).
Conjuntamente con lo anticipado desde el marco tedrico: el reconocimiento por GS no
puede reducirse a un motivo lineal estrictamente conservado (Beel & Sanders, 2008; Giner
& Lichtenthaler, 2020) (secciones 1.3.5.2y 1.3.5.4).

El alineamiento inicial del fragmento TM-JMD de 72 posiciones hacia distinguibles,
antes del recorte, regiones reportadas en la literatura como potencialmente relevantes para
el reconocimiento; las mitades TM-N y TM-C, y el JMD-C (secciones 1.3.5.2-1.3.5.5), que
también alcanzan a ser percibidas por el HMM (Figura 14.B), mientras que el criterio
heuristico de trimAl las colapsa en una Unica ventana. Ademas, el hecho de que ese criterio
descarte por completo secuencias como APP y APLP1/2 en la region JM-N ilustra el
problema con particular claridad: un criterio disefiado para maximizar senal filogenética
elimina precisamente los sustratos mejor caracterizados experimentalmente, porque su
divergencia de secuencia respecto del resto del conjunto es alta. Es posible, por tanto, que
el recorte automatizado haya eliminado informacion biolégicamente relevante en aquellas
regiones donde la sefal depende de propiedades fisicoquimicas compartidas y no de
identidad de residuo. Por esta razdn se conservaron y reportaron unicamente los

alineamientos completos, y los analisis descritos a continuacién se apoyaron en estos.

Se evaludé también el modo --leavegappyregion de MAFFT, que mantiene las
regiones con grandes inserciones y deleciones sin forzar el alineamiento de residuos
divergentes dentro de ellas. Su aplicacion produjo alineamientos con espacios de gran
extension, organizados aparentemente en torno a una prolina (aun observada
parcialmente en la (Figura 14. C y E) conservada, y la validacion con T-Coffee (Notredame
et al., 2000) reprodujo el mismo comportamiento. Esta aproximacion se descart6é porque

su efecto es precisamente el contrario al objetivo perseguido: al no forzar la coincidencia
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posicional dentro de las regiones divergentes, impide comparar posiciones equivalentes

respecto de la membrana, que es la finalidad declarada del alineamiento en este trabajo.

Un AMS permite afirmar qué posiciones presentan composicion recurrente y que
regiones son mas o0 menos variables; no permite afirmar que una posicion conservada sea
funcionalmente necesaria, que una posicién variable sea prescindible, ni establecer
causalidad alguna respecto del procesamiento. Tampoco permite distinguir, por si solo,
entre una recurrencia lineal debida al reconocimiento por GS y una debida a restricciones
generales de las proteinas transmembranales de tipo |, que es la razén por la cual el
conjunto de no sustratos resulta indispensable como comparacion. A ello se anade que la
extensidon de homologia contra UniRef100 empleada por PSI/TM-Coffee mejora la calidad
del alineamiento, pero implica que las columnas resultantes no reflejen exclusivamente la
variabilidad interna de Sustratos_An, y que la desigual representacion de familias proteicas
dentro del conjunto puede hacer que algunas posiciones aparentemente recurrentes
reflejen la sobrerrepresentacién de una familia antes que una propiedad compartida por

los sustratos de GS en general.

Evidencia experimental reciente indica que el determinante que distingue a los
sustratos de GS en su region TM no reside primariamente en su composicion de secuencia,
sino en su flexibilidad conformacional, una propiedad dinamica que un alineamiento
estatico no puede capturar. Trabajando con intercambio hidrégeno-deuterio, Werner et al.
(2023) mostraron que un TM de poli-leucina rigido (disefiado como no sustrato artificial) y
practicamente idéntico en concepto al No sustrato artificial empleado en este trabajo, pero
con regiones JM de APP (seccién 2.1.1), resulta virtualmente resistente a la escision por
GS pese a conservar las regiones yuxtamembranales de un sustrato natural, y que injertar
sobre él el motivo de bisagra V36G37G38V39 de APP (un motivo del tipo GxxxG) restaura
parcialmente la escision al introducir flexibilidad conformacional en la mitad TM-N. De
manera notable, los mismos autores encontraron que la flexibilidad de la mitad TM-C, que
contiene los sitios de escision, no se correlaciona con la eficiencia de escisiéon; en cambio,
propusieron que el papel de TM-C consiste en alcanzar un estado competente para la

catalisis mediante la formacion de una lamina 8 hibrida con PS1, un requisito estructural y
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no composicional respaldado por aproximaciones experimentales y computacionales
(Bhattarai et al., 2022; S. Y. Chen et al., 2023; Hitzenberger & Zacharias, 2019b) . Sus
resultados sugieren, en conjunto, que la escindibilidad de un sustrato de GS depende de
la cooperacion entre dos segmentos de la region TM con funciones distintas, uno que
confiere flexibilidad, otro que se acopla al sitio activo, y no de un patron meramente de

secuencia.

La presencia de motivos GxxxG en la region TM es practicamente idéntica entre
sustratos y no sustratos (25,2 % en los 167 sustratos, frente a 23,8 % en los 21 no sustratos
naturales y 22,7 % si se incluye el No sustrato artificial (Tabla 6). El motivo aparece en
cinco de los no sustratos, incluida la regiéon TM de la integrina 1 (ITGB1, P05556), lo que
descarta que la ausencia del motivo explique por si sola la condicion de no sustrato de
esas proteinas. Lejos de indicar que la regibn TM carece de determinantes de
reconocimiento, este resultado es coherente con el modelo de Werner et al.: la sola
presencia de un motivo GxxxG no basta para conferir escindibilidad. Si esta no coopera
con un TM-C acoplable al sitio activo, y a la inversa, un TM-C compatible sin flexibilidad en
TM-N tampoco bastaria. Un analisis de composicion o de presencia de motivos, por disefio,
no puede distinguir estos dos escenarios, ya que ambos son composicionalmente
indistinguibles a nivel de secuencia primaria. Cabe sefialar, ademas, que el propio conjunto
de no sustratos analizado en este trabajo incluye una validacién estructural independiente
y directamente comparable: la region TM de la integrina 1 (ITGB1, entrada P05556),
estudiada mediante dinamica molecular por Hizenberger y colaboradores (2020), no pierde
su estructura helicoidal en un entorno hidrofilico simulado, a diferencia de las TMD de
sustratos como APP y NOTCH1, lo que ha llevado a proponer que su resistencia a la
escision responde precisamente a esta rigidez conformacional. Esa misma revisién
advierte, sin embargo, que la flexibilidad tipo bisagra en G37G38 no es una propiedad
comun ni distintiva de todas las TMD de sustrato, de modo que el mecanismo de Werner

et al. no debe generalizarse sin mas a la totalidad de los 167 sustratos de este trabajo.
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Tabla 6. Presencia del motivo GxxxG en la region TM, sobre las secuencias extraidas
segun las coordenadas de Sustratos_An y no sustratos.

Conjunto n  Secuencias con motivo GxxxG %

Sustratos 167 42 252 %
No sustratos (sin artificial) 21 5 23,8 %
No sustratos (con artificial) 22 5 22,7 %

En conjunto, estas consideraciones delimitan el alcance del analisis composicional
de la regién TM presentado en este capitulo: una composicion equivalente entre sustratos
y no sustratos sugiere que la diferencia real podria estar a nivel de flexibilidad
conformacional y/o caracteristicas fisicoquimicas, que solo un perfilamiento fisicoquimico,

analisis estructural y dinamica molecular permitiria evaluar computacionalmente.

2.2.2.4 Regiones transmembranales y yuxtamembranales de
sustratos y no sustratos de y-secretasa

Antes de comparar los conjuntos de sustratos y no sustratos es necesario sefalar
una asimetria estructural entre ellos. En los sustratos, 161 de las 167 entradas alcanzan
el limite de 54 residuos, con una longitud media de 53,5; en los no sustratos, solo 10 de
21 lo alcanzan, con una longitud media de 37,5 y un minimo de 10 residuos. Es decir, una
fraccion apreciable del conjunto de no sustratos corresponde a proteinas cuya region
amino-terminal es intrinsecamente corta, puesto que este criterio fue usado para validar
los no sustratos experimentalmente en la literatura (ARfalg et al., 2024), ya sea por su
topologia o por la proximidad de la region TM al extremo amino de la proteina. Dicho esto,
las cifras de ocupacion de los dos alineamientos no son estrictamente comparables entre
si, ya que la mayor ocupacién aparente del alineamiento de no sustratos (31,8 % frente a
22,8 %) es atribuible en parte a que sus secuencias son mas cortas y generan menos
columnas. En segundo lugar, y de manera mas relevante, cualquier comparacién
composicional entre ambos grupos en esta region promedia, en el caso de los no sustratos,
sobre un conjunto heterogéneo en longitud, lo que reduce la interpretabilidad de las

diferencias observadas.
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Figura 15. Logos de contenido de informacion del alineamiento secuencias y modelo oculto
de Markov para no sustratos de GS.

(A) Alineamiento de regiones TM-JMD por PSI/TM y (B) a partir del HMM. (C) Alineamiento de
regién JMD-N MAFFT E-INS-i BLOSUMS30 y (D) a partir del HMM. (E) Alineamiento de regién JMD-
C MAFFT E-INS-i BLOSUMBSO (F) a partir del HMM. Para no sustratos: El eje Y muestra el contenido
de informacién en bits, mientras que el eje X muestra el numero de posiciones en el modelo,
ocupancia (Occup.), probabilidad de insercién (Prob. Ins.) y la probabilidad de delecién (Prob. Del)
en esa posicion. Las lineas rojas denotan posiciones donde las inserciones son mas probables. Los
logos estan coloreados con el esquema de color Clustalx. (No sustratos n=21)

Region yuxtamembranal amino terminal de sustratos y no sustratos de y-secretasa

El alineamiento de la region JMD-N de los sustratos alcanzé 235 columnas con el
refinamiento E-INS-i, para una longitud media de 53,5 residuos, lo que corresponde a una
expansion de 4,4 veces su longitud y una ocupacién media del 22,8 %, sin ninguna
columna de ocupacién completa. Con el refinamiento L-INS-i, el mismo conjunto produjo
294 columnas (expansion de 5,5 veces; ocupacion del 18,2 %). Se reproduce asi, sobre
un conjunto ocho veces mayor, el comportamiento expansivo de L-INS-i ya descrito para

los no sustratos (164 frente a 118 columnas), o que confirma que se trata de una propiedad
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del algoritmo en esta region y no de una peculiaridad del conjunto de comparacion. Junto
con el alineamiento de la region JMD-C extendida, la region JMD-N de los sustratos
presenta la ocupacion mas baja de todas las regiones analizadas, lo que la sitia como la

region mas divergente del conjunto en términos de alineabilidad columna a columna.

Pese a la baja ocupacién general en el alineamiento JMD-N, se observaron dos
posiciones recurrentes con residuos de prolina y cisteina. Las columnas mejor
conservadas corresponden a residuos de prolina, presentes en 152 y 137 de las 167
secuencias en las dos posiciones mas conservadas, seguidas de una posicién de cisteina
presente en 84 secuencias. Este patréon se mantiene al repetir el alineamiento con el
refinamiento L-INS-i, donde las columnas mejor pobladas corresponden igualmente a
prolinas (148 y 119 secuencias) y a una cisteina (81 secuencias), satisfaciendo el criterio
metodolégico declarado en 2.2 de conservar Unicamente los rasgos que sobreviven a
ambos enfoques. El mismo patrén de alineamiento organizado en torno a prolinas con
participacién de cisteina se observd de manera independiente en el conjunto de no

sustratos (Figura 14).

La comparacién directa entre ambos conjuntos no respalda la hipotesis anterior. El
contenido global de prolina es equivalente en ambos grupos, e incluso ligeramente mayor
en los no sustratos (9,0 % frente a 8,1 % en los sustratos), al igual que el de cisteina (3,0
% frente a 2,4 %). La composicion general de la regién tampoco difiere de manera
apreciable: la carga neta media es negativa y similar en ambos conjuntos (-1,60 en
sustratos, —1,33 en no sustratos), como corresponde a una region extracelular, y la
hidropatia media en escala Kyte-Doolitle (KD) (Kyte & Doolittle, 1982) es igualmente
comparable (-0,50 frente a —0,32). Ninguna diferencia por residuo individual supera los 2,3
puntos porcentuales. El analisis posicional, anclado al limite de la regién TM para evitar el
artefacto introducido por las diferencias de longitud, confirma esta conclusiéon. La
frecuencia de prolina en funcion de la distancia al limite de membrana no muestra un
enriquecimiento en los sustratos en ninguna de las treinta primeras posiciones; en las
posiciones inmediatamente adyacentes a la membrana, la tendencia es de hecho la

contraria (19,0 % en no sustratos frente al 9,0 % en la primera posicion de sustratos; y 14,3
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% frente a 6,6 % en la segunda). Ademas, la proporcion de secuencias que presentan al
menos una prolina dentro de los diez residuos contiguos a la regién TM es mayor en los
no sustratos (71,4 %) que en los sustratos (57,5 %). En el caso de la cisteina, las
posiciones con mayor frecuencia corresponden también al conjunto de no sustratos,

distribuidas a lo largo de la region sin un patrén posicional identificado.

Estos resultados deben interpretarse con la cautela que impone el tamafno de los
grupos comparados: con 21 secuencias, varias de ellas truncadas, una diferencia de dos
o tres secuencias modifica sustancialmente los porcentajes, y ninguna de las diferencias
descritas fue sometida a prueba estadistica formal debido a la limitante del niumero de no
sustratos. No obstante, la direccidn del resultado es consistente en las tres aproximaciones
empleadas (composicion global, frecuencia posicional y proporcién de secuencias con al

Mmenos una ocurrencia) y en ningun caso favorece a los sustratos.

La lectura que se desprende es que la recurrencia de prolinas en la region JMD-N
no constituye un determinante que distinga a los sustratos de GS, sino una propiedad
general de las regiones yuxtamembranales extracelulares, compartida por proteinas
transmembranales con independencia de su condicién de sustrato. Esto es esperable por
razones estructurales: la prolina interrumpe elementos de estructura secundaria regular y
aparece con frecuencia en regiones de conexion entre dominios y en los limites de
segmentos transmembranales, mientras que las cisteinas de los ectodominios participan
habitualmente en enlaces disulfuro estructurales. Lo que el alineamiento identifica, por
tanto, no es un motivo funcional sino las posiciones mas consistentemente alineables de

una region por lo demas altamente divergente.

Este resultado negativo encuentra respaldo mecanistico independiente en trabajo
experimental reciente sobre el reconocimiento del dominio extracelular residual de los
sustratos de GS. Mediante fotoentrecruzamiento con residuo especifico, Maruyama et al.
(2026) mapearon las interacciones del extremo amino extracelular de C99 (el fragmento

generado tras el corte de APP por [(-secretasa, y cuya porcion extramembranal es
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equivalente al JMD-N aqui analizado) con los denominados exositios de GS, sitios de unidn
al sustrato distantes del sitio activo, localizados en NCT, PEN-2 y el extremo amino de
PS1. Sus resultados muestran que la interaccion de esta region con los exositios depende
de la longitud del segmento extracelular residual y de residuos puntuales que incluyen
sustituciones aromaticas voluminosas que interfieren con la unién en posiciones
especificas, y no de un patron de secuencia conservado; los propios autores concluyen
explicitamente que el reconocimiento del dominio extracelular por los exositios de GS no
parece estar guiado por la secuencia primaria. Este hallazgo, obtenido de manera
independiente y mediante una aproximacién estructural en un sustrato modelo, es
congruente con la ausencia de diferencia composicional encontrada aqui sobre 167
sustratos y proporciona una explicacion mecanistica, y no solo estadistica, sobre el porqué
un analisis de composicion de secuencia no captura un determinante que opera a través

de longitud y geometria mas que de identidad de residuo.

Adicionalmente, una consideracion de diferente alcance matiza este resultado sin
contradecirlo. En APP, la posicion inmediatamente adyacente a la membrana en el JMD-
N conteniendo el residuo K28, cargado positivamente en el motivo SNK, interactua con el
ectodominio de NCT y modula la longitud final de los productos de escision secuencial, de
modo que su sustitucion por un residuo hidrofébico incrementa la procesividad de la
enzima (Jakowiecki etal., 2024; Koch et al., 2023). Esta observaciéon, sin embargo,
concierne a la regulacion del sitio de corte final entre productos de un mismo sustrato ya
reconocido por GS, y no a la discriminacion entre sustrato y no sustrato que es el objeto
de este capitulo; ambos fendmenos, reconocimiento inicial y procesividad posterior,
pueden depender de mecanismos distintos y no debe asumirse que el segundo informe
sobre el primero. Con esa salvedad, el caso de K28 ilustra el mismo principio general
sugerido por Maruyama et al.: lo que importa en el JMD-N no es la composicién promedio
de la region, sino la identidad de residuos puntuales en posiciones especificas, un nivel de
resolucion que el analisis composicional y el alineamiento por columnas de este capitulo

no pueden alcanzar.
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Este resultado negativo es informativo para el conjunto del trabajo por dos razones.
Primero, delimita el alcance de la hipétesis: de las regiones JMD-N y JMD-C, solo JMD-C
presenta una diferencia composicional sistematica entre ambos grupos (presentada a
continuacion), lo que concentra la evidencia disponible sobre determinantes de secuencia
en la cara citosodlica. Segundo, refuerza por contraste la interpretacién del hallazgo del
JMD-C: que una region yuxtamembranal analizada con la misma metodologia, la misma
matriz, los mismos refinamientos y el mismo conjunto de proteinas no arroje diferencia
alguna, indica que la diferencia observada en el extremo carboxilo no es un artefacto del

procedimiento de analisis.

Region yuxtamembranal carboxilo terminal de sustratos y no sustratos de y-secretasa

A diferencia del JMD-N, el JMD-C concentra la evidencia mas clara de una
diferencia composicional sistematica entre ambos grupos, tanto en la ventana estandar de
diez residuos como en la ventana extendida correspondiente, por su longitud, al dominio

intracelular liberado por la escision de APP.

Si se considera tan solo una ventana de diez residuos de la regién JMD-C, los
residuos basicos Arg y Lys representan en conjunto el 39,3 % de la composicién del JMD-
C enlos sustratos, frente al 24,8 % en los no sustratos, con una carga neta media de +3,40
frente a +1,90. Esta diferencia se concentra en las primeras cuatro posiciones tras el limite
de la region TM: entre el 45 % y el 55 % de los sustratos presenta Lys o Arg en cada una
de esas posiciones, frente a valores entre el 19 % y el 29 % en los no sustratos. El 79,6 %
de los sustratos presenta dos o mas residuos basicos dentro de las primeras cinco
posiciones, frente al 33,3 % de los no sustratos. Mientras que, si se considera la extensién
de 81 residuos de la region JMD-C, el andlisis de la region extendida revela un resultado
que matiza sustancialmente la lectura anterior. La carga neta media de los sustratos
desciende a +1,02, mientras que la de los no sustratos asciende a +2,65: en el dominio
citosolico completo, los no sustratos presentan en promedio mayor carga neta positiva que

los sustratos, invirtiendo el sentido de la diferencia observada en la ventana corta. Al
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descomponer la carga por tramos, se observa que en los sustratos la carga de las primeras
diez posiciones (+3,40) contrasta con una carga marcadamente negativa en el resto del
dominio (-2,42 en promedio a partir del residuo undécimo), mientras que en los no
sustratos la carga se mantiene positiva a lo largo de todo el dominio (+1,95 en los primeros
diez residuos; +0,70 en el resto). El perfil posicional ilustra este cruce: los sustratos superan
a los no sustratos en las posiciones 1 a 8 (54,5 % frente a 25 % en la posicion 4), pero la
relacion se invierte en posiciones mas distales (19,5 % frente a 40 % en la posicién 11;
12,3 % frente a 36,8 % en la posiciéon 18). Asimismo, en la ventana extendida las
diferencias por residuo individual son considerablemente menores que en la ventana corta
(todas por debajo de 1,5 puntos porcentuales, frente a diferencias de hasta 9,2 puntos en
Arg dentro del decapéptido), lo que es consistente con que la diferencia relevante sea
posicional concentrada cerca de la membrana, y se diluya al promediarse sobre una

ventana mas larga y de longitud variable.

Esta observacion tiene una implicacién directa para la interpretacion del hallazgo
central de esta seccion: la carga positiva que distingue a los sustratos no es una propiedad
general de “cola citosdlica basica”, sino una concentracién local inmediatamente
adyacente a la membrana, seguida de un tramo predominantemente acido mas distal.
Interpretativamente, un patron de este tipo es compatible con un mecanismo de
posicionamiento electrostatico local del sustrato en la cara citosélica, mas que con un
requisito de carga global del dominio; esta lectura es consistente con el modelo de sustrato
minimo y reconocimiento de carga descrito para APP (Yan et al., 2017) y con el anclaje
carboxilo-terminal descrito por Breimann et al. (2025), ambos centrados en la region
proximal a la membrana. No obstante, el presente analisis no permite determinar si la carga
negativa distal cumple una funcién propia o si corresponde simplemente a la composicién
promedio esperable de un dominio citosdlico de longitud variable; y establecerlo excede el

alcance de un andlisis composicional.

Esta concentracion posicional especifica en las primeras cuatro posiciones del
JMD-C, identificada aqui de manera independiente mediante un analisis composicional

directo sobre 167 sustratos y hasta 22 no sustratos, coincide de manera notable con uno
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de los tres grupos de caracteristicas identificados por el analisis de perfiles fisicoquimicos
comparativos combinado con SHAP de Breimann et al. (2025): residuos de cadena lateral
larga, de area superficial alta y con tendencia al desorden estructural, enriquecidos
especificamente en las primeras cuatro posiciones del JMD-C, actuando como un anclaje
de membrana en la interfaz intracelular agua-membrana. Los propios autores sefialan que
esta propiedad es comun a las proteinas transmembranales de paso unico en general,
pero que resulta mas pronunciada en los sustratos de GS que en las proteinas no
procesadas, o procesadas con muy baja eficiencia, por la enzima, de manera similar al
contraste cuantificado en el presente trabajo; con 79,6 % frente a 33,3 % de secuencias
con dos o mas residuos basicos en esa ventana. Que dos aproximaciones
metodolégicamente independientes, un analisis composicional directo sobre el conjunto de
datos propio de este trabajo, y un modelo de aprendizaje automatico interpretable
entrenado sobre un conjunto de datos parcialmente distinto, coincidan en sefalar una
ventana posicional comparable como la mas discriminante refuerza sustancialmente la
robustez de este hallazgo frente a la posibilidad de que sea un artefacto del conjunto de

datos o del método de analisis empleado.

2.2.3 Busqueda de motivos conservados en la secuencia
primaria

Con el fin de evaluar si las diferencias composicionales descritas en 2.2.1y 2.2.2
se organizan como un patrén de secuencia recurrente y no solo como una tendencia
promedio, se empled el algoritmo MEME (Bailey et al., 2006) sobre los alineamientos sin
recortar de cada region, en modo -anr, que asume que cada secuencia puede contener
cualquier numero de ocurrencias del motivo. Este modo se adopt6 porque el supuesto de
ocurrencia unica (-zoops) no es apropiado para las regiones analizadas: un determinante
basado en la recurrencia de residuos cargados en una ventana yuxtamembranal podria
manifestarse mas de una vez dentro de un mismo fragmento, y restringir a priori el nimero
de ocurrencias sesgaria la busqueda en contra de detectar precisamente el tipo de patron

que este trabajo evalua.



90 Evaluacion in silico de la interaccion de la enzima Gamma-secretasa humana
con sus sustratos, y su posible mecanismo de reconocimiento

2.2.3.1 El motivo identificado en el fragmento TM-JMD de los
sustratos contiene residuos arginina y lisina

Sobre el fragmento TM-JMD de los 167 sustratos, MEME identific6 un motivo
dominante de diez residuos (consenso ALYLYRRKRK; E = 2,6 x 107%8), presente en 88 de
las 167 secuencias (52,7 %) (Figura 16. A). El motivo se ubica, segun la posicién de inicio
reportada para cada sitio, entre los residuos 27 y 33 del fragmento de 40-45 aminoacidos,
es decir, exactamente en la transicion entre el extremo carboxilo de la region TM y el inicio
del JMD-C: su primera mitad esta compuesta por residuos hidrofébicos (Ala, Leu, Tyr, Val,
lle) caracteristicos del final de una hélice transmembranal, y su segunda mitad por una
sucesion de hasta cinco residuos basicos (Arg y Lys, en las posiciones que el consenso
resume como RRKRK o KKRKR). Esta segunda mitad corresponde al framo polibasico ya
cuantificado por composicion en la seccion 2.2.2, y su deteccion independiente por un
algoritmo de descubrimiento de motivos, no supervisado por la posicién de la region TM,
corrobora que esa concentracién de carga no es un artefacto del anclaje posicional elegido
para el analisis composicional. MEME reporté un segundo motivo (ESSSTTGM; E = 2,9 x
1073) (Figura 16. A) presente en solo 3 de las 167 secuencias (1,8 %); dada su cobertura
minima, no se le atribuye relevancia bioldgica y se interpreta como ruido estadistico sobre

un conjunto de datos de este tamafio.
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Figura 16. Motivos identificados por MEME a partir de los fragmentos de secuencia JMD-
™.

(A) Primer y segundo motivos sugeridos para sustratos de y-secretasa (n=167). (B) Motivo sugerido
a partir del grupo de no sustratos de y-secretasa (n=21).

Sobre el fragmento TM-JMD de los 21 no sustratos naturales, la busqueda encontro
un unico motivo débil (CHLLKKKGYR; E = 8,4 x 1073), presente en solo 2 de las 21
secuencias (9,5 %) (Figura 16. B), tras lo cual el algoritmo se detuvo por no alcanzar el
umbral de significancia para un motivo adicional. Las dos secuencias que comparten este
motivo corresponden a RELL1 (Q8IUWS) y RELL2 (Q8NC24), paralogos con alta identidad
de secuencia derivados de una duplicaciéon génica; su coincidencia refleja, por tanto, esa
relacion de parentesco y no un patrén compartido por los no sustratos en general. En
consecuencia, y a diferencia de lo encontrado en los sustratos, no se identifico en los no
sustratos un motivo compartido por una fraccién apreciable del conjunto, lo cual es
coherente con la ausencia de enriquecimiento polibasico descrita en 2.2.2 y refuerza, por
una via metodoldgica independiente, que el motivo polibasico de transicion TM-C/JMD-C
no es una propiedad general de las proteinas transmembranales de tipo I, sino una
caracteristica mas prevalente en sustratos de GS.



92 Evaluacion in silico de la interaccion de la enzima Gamma-secretasa humana
con sus sustratos, y su posible mecanismo de reconocimiento

2.2.3.2 Ausencia de motivos en las regiones juxtamembranales
extendidas de sustratos y no sustratos de y-secretasa

Motivos en la region juxtamembranal amino extendida de sustratos de y-secretasa:

Sobre la regién JMD-N extendida, MEME identific6 seis motivos con distintos
niveles de significancia y de cobertura (Figura 17). A diferencia del motivo TM-JMD,
ninguno de ellos esta presente en una fraccién mayoritaria del conjunto de sustratos, y la
inspeccién de las secuencias que comparten cada motivo muestra que todos corresponden
a dominios estructurales de familias proteicas especificas y no a un patron compartido por
los sustratos de GS en general. Esto puede estar influenciado por la gran ventana
extendida de 81 residuos de longitud. EI motivo mas significativo (Motivo # 1
SGTYTCTATN; E = 1,0 x 10727; 25 secuencias, 15,0 %) (Figura 17. A) reproduce el patrén
de hebra C caracteristico del plegamiento de inmunoglobulina (lg-fold), presente en el
dominio extracelular de proteinas como caderinas, protocadherinas y receptores tipo
tirosina fosfatasa, consistente con las firmas de secuencia descritas para este plegamiento
(Bork et al., 1994). Dos motivos adicionales y solapados (Motivo #2, VRARTAAGYG, E =
1,3e™', 10 secuencias; LKPGTSYVVQ, E = 1,3e™8, 17 secuencias) (Figura 17. B)
corresponden casi exclusivamente a receptores de la familia Eph (EphA4, EphA5, EphA7,
EphB1, entre otros) y reproducen el dominio de fibronectina tipo Il membrana-proximal
caracteristico del ectodominio de estos receptores (Figura 17. C) (Chavent et al., 2016).
Dos motivos mas (Motivo #4, CPEGYTGARC, E = 1,3 x 1078, 8 secuencias; Motivo #6,
CMHGGSC, E = 4,3 x 1072, 10 secuencias) (Figura 17. D, F) presentan el patron de
cisteinas espaciadas caracteristico de los dominios EGF-like, presentes en proteinas con
repeticiones de este tipo en su ectodominio (Appella et al., 1988). EI motivo restante
(Motivo #5, HNRQYNMVPF, E = 3,2 x 107®) esta presente en unicamente 2 secuencias,
ambos receptores de la familia ErbB, y se interpreta como un reflejo de su relacién paraloga

y no como un patrén generalizable.



Capitulo 2: Resultados y discusién 93

>

" Ancho  Sitios Yo E-value  Dominio/familia representada
T 34
H £, 10 25 150%  1oxiee  Hebra C del plegamiento Tg
= “g % (caderinas, PTP)
JexELs Yo Vas
T N M e v © o~ ® e =
B
L
: £ R 10 10 6.0 % 1 3% 10 Fibronectina tipo 111
C R 3l receptores Eph
NASNAGESIS P
- ~ - - w L] ~ L o .Q_
C 4
‘{: M
; 2 = Q 10 17 102%  1.3%10° Fibronectina tipo 111
= K receplores Eph
0 g - A= FeS g =
- ~ Ll - - L] ~ L ] o 2
D
s
z 2 , X 10 Dominig EGF-like
3 a: AB 10 8 4.8 % 1310 Ip‘ulmn de L.'_W)
BESHFVES
0 S |
- ™~ - - - - ~ » L g
E .
V.
E 2 b, ) Paralogis tual
32 0 129 3,2x10 aralogia pun
= ‘n' MV F : 2 ! (tamilia ErbB)
- ™~ - - L - ~ L] L 2
F 4
s 2
z a? W Domjnig EGF-like
- ' M N gc ? 19 60% 43x10 (p‘:m'()\n tlc (("'\-s)l &
0 = ” == bl )
- N - - w - ~

Figura 17 Motivos identificados por MEME en la region yuxtamembranal amino terminal
(JMD-N) extendida (54 aa) de los 167 sustratos, modo -anr.

(A-F) Motivos (1-6) identificados por MEME. Se menciona el ancho del motivo, el numero de sitios
(secuencias) en las cuales se identificd, el porcentaje sobre el numero total de secuencias (n=167),
y el domino/familia representada en los motivos identificados.

Este resultado complementa la interpretacién de la seccion 2.1.1: la ausencia de
un motivo compartido por la mayoria de los sustratos en la regién JMD-N extendida,
sustituida por motivos de cobertura minoritaria y claramente atribuibles a dominios
estructurales de familias especificas, es consistente con la conclusion alcanzada por via
composicional; la recurrencia de prolinas y cisteinas en esta region no discrimina sustratos
de no sustratos. Lo que un algoritmo de descubrimiento de motivos detecta en el JMD-N
extendido no es una sefal relacionada con el reconocimiento por GS, sino la arquitectura

de dominio del ectodominio residual de cada familia de sustratos.



94 Evaluacion in silico de la interaccion de la enzima Gamma-secretasa humana
con sus sustratos, y su posible mecanismo de reconocimiento

Motivos en la region yuxtamembranal carboxilo terminal extendida de sustratos de y-

secretasa

Sobre la region JMD-C extendida, MEME identific6 doce motivos, un numero
considerablemente mayor que en las demas regiones, reflejo de que esta ventana se
extiende hasta 81 residuos hacia el interior de la célula e incluye, para una fraccion
sustancial de los sustratos, dominios intracelulares funcionales completos y n, o solo la
vecindad inmediata de la membrana. El motivo mas significativo (Motivo #1, consenso
LGAGEFGEVY/IGAGEFGEVC; E = 7,4 x 107%; 19 secuencias, 11,4 %) (Figura 18. A)
corresponde al motivo glicina-rico (bucle P) del subdominio | de los dominios cataliticos de
proteina quinasa, presente en receptores tirosina quinasa como los receptores Eph, CSF-
1R, el receptor de insulina y el receptor IGF-1 (Hanks & Hunter, 1995) , todos ellos
representados en Sustratos _An. Tres motivos adicionales (YIDPFTYEDP, FAKEIDASCYV,
IKTGYLSIIM) (Figura 17. B, D, J) corresponden a otros subdominios del mismo dominio
catalitico, compartidos por los mismos receptores tirosina quinasa u otros de la misma
superfamilia (VEGFR1-3, FGFR3/4), lo que en conjunto explica cuatro de los doce motivos
unicamente por la presencia, dentro de la ventana de 81 residuos, de fragmentos del

dominio quinasa intracelular de estos receptores.

Un motivo (VSVNFDNPVY:; E = 4,3 x 107%; 15 secuencias, 9,0 %) corresponde al
motivo NPxY, una secuencia de unidén a proteinas adaptadoras con dominio PTB bien
caracterizada en la familia del receptor de LDL (LDLR, VLDLR, LRP1, LRP2, LRP8) (W. J.
Chen et al., 1990) y presente también en APLP2 (Y. Xu et al., 2006) y en la familia SEZ6
(Pigoni, Gunnersen, et al., 2016) . A diferencia de los motivos de dominio quinasa, este si
corresponde a un motivo funcional corto y bien definido, pero su funcién documentada (el
reclutamiento de proteinas adaptadoras de la via endocitica) es independiente del
procesamiento por GS y no debe confundirse con un determinante de reconocimiento por

la enzima.
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Un motivo (Motivo #3, KYRKKDEGSY; E = 3,4 x 1078; 6 secuencias, 3,6 %) (Figura
18. C), a diferencia de los anteriores, no corresponde a un dominio estructural distinto sino
a una extension especifica de neurexinas (NRX1B, NRX2B, NRX3B) y sindecanos (SDC1,
SDC2, SDC3) (Imjeti et al., 2017), del propio motivo polibasico de transicion TM-C/JMD-C
ya descrito para el conjunto general de sustratos: su posicion de inicio coincide con el
primer residuo de la ventana de 81 aminoacidos, es decir, inmediatamente después del
limite de la region TM, y su consenso conserva el patron de residuos basicos (Arg/Lys) ya
identificado en la seccioén anterior, aqui extendido con un tramo adicional compartido por
estas dos familias (...DEGSY). Los cinco motivos restantes (HGALWFPEGF, especifico
de los cuatro paralogos de NOTCH (Deregowski et al., 2006; Kopan & llagan, 2009);
LTITVNPM, compartido por calsinteninas y dos receptores PTPR (Vogt et al.,, 2001);
DLWIHH e YDEEGGGEED, de cobertura minima; y NYISNSAQSN, especifico de
neurexinas (Bennett & Healy, 2009; Keino-Masu et al., 1996) presentan cobertura reducida
(entre 3 y 5 secuencias) y corresponden igualmente a dominios o motivos especificos de

familia, sin evidencia de relacion con el reconocimiento por GS.
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Figura 18. Motivos identificados por MEME en la regién JMD-C extendida (81 aa) de los 167

sustratos, modo -anr.
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(A-F) Motivos (1-12) identificados por MEME. Se menciona el ancho del motivo, el nimero de sitios
(secuencias) en las cuales se identificd, el porcentaje sobre el nUmero total de secuencias (n=167),
y el domino/familia representada en los motivos identificados.

La ventana de 81 residuos se definié, como se explicd en la seccion 2.2, por
corresponder a la longitud del AICD liberado por la escision de APP, con el objetivo de
capturar el tramo citosélico relevante para el reconocimiento por GS. Sin embargo, esto
tiene una implicacién metodoldgica para las proteinas cuyo dominio citosélico contiene,
dentro de esos 81 residuos, la totalidad o parte de un dominio catalitico u otro moédulo
funcional; la busqueda de motivos deja de aportar informacién sobre el reconocimiento por
la enzima y pasa a describir la arquitectura de dominio de la familia proteica en cuestion.
En consecuencia, y a diferencia de lo observado en la ventana corta de diez residuos,
donde el motivo polibasico de transicion es interpretable directamente en términos de
reconocimiento, los motivos de la ventana extendida deben leerse con esta salvedad y no

se les atribuye relevancia para la discriminacion entre sustratos y no sustratos.

Ausencia de motivos en las regiones juxtamembranales extendidas de no sustratos de y-

secretasa

La busqueda de motivos sobre las regiones JMD-N y JMD-C extendidas del
conjunto de no sustratos no produjo ningun resultado: en ambos casos, el algoritmo se
detuvo antes de reportar un primer motivo por no alcanzar el umbral de significancia (E-
value > 5x1072). Este resultado nulo, obtenido bajo el mismo modo de busqueda permisivo
(-anr) empleado para los sustratos, es coherente con el patron general de esta seccioén: ni
la composicion (2.2.1, 2.2.2) ni la busqueda de motivos identifican, en el conjunto de no
sustratos, un patrén de secuencia compartido por una fraccion apreciable del grupo, ya
sea porque genuinamente no existe uno o porque el tamafo reducido de este conjunto (21
secuencias, frente a las 167 de los sustratos) no ofrece suficiente poder estadistico para
detectarlo si existiera. Ambas explicaciones son compatibles con los datos disponibles y

no pueden distinguirse con el disefio actual.
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Asi, de los conjuntos de secuencias analizados, solo en el fragmento TM-JMD de
los sustratos se logré identificar un motivo significativo con las tres caracteristicas que
permitirian, en principio, considerarlo relevante para el reconocimiento por GS:
significancia estadistica, cobertura mayoritaria (52,7 %) y ausencia de un motivo
equivalente en el grupo de comparacion. Los motivos hallados en las regiones extendidas
(JMD-N y JMD-C) de los sustratos, aunque en varios casos igual o mas significativos
estadisticamente, corresponden de manera identificable a dominios estructurales de
familias proteicas particulares como Ig-fold, fibronectina tipo Ill, EGF-like, o el dominio
catalitico de quinasa, y no deben interpretarse como determinantes de reconocimiento por
la enzima. Esta distincion, posible unicamente porque se examiné la identidad de las
proteinas que comparten cada motivo y no solo su significancia estadistica, es la que
sostiene la hipdtesis de que el determinante de secuencia primaria mas plausible
identificado en esta seccion, continta siendo el tramo polibasico de transicion TM-C/JMD-

C descrito en 2.2.2 y 2.2.3, y no un motivo en las regiones mas distales del TMD.

2.2.4 Modelos ocultos de Markov, y sugerencia de candidatos a
nuevos sustratos y no sustratos de y-secretasa

Se construyeron modelos ocultos de Markov (HMM) a partir de los alineamientos
descritos, adoptando E-INS-i como modo de refinamiento estandar para las regiones
yuxtamembranales por las razones expuestas en 2.2. Cada modelo se empled para buscar
coincidencias en el proteoma humano de referencia (UniProt id UP000005640_9606)
(Bateman et al., 2025). Para interpretar los candidatos resultantes con el mayor rigor
posible, cada proteina identificada se contrastd, ademas de con las propias listas de
Sustratos_An y de no sustratos, con dos fuentes externas independientes: los resultados
del proteoma de GS reportados, y algunos validados, por Hou y colaboradores (Hou et al.,
2023), y la clasificacion de alta o baja confianza (HC/LC, high/low confidence) del modelo
de aprendizaje automatico basado en perfiles fisicoquimicos comparativos de Breimann et
al. (2025). La coincidencia de un mismo candidato entre métodos construidos de manera

independiente, con distintos datos de entrenamiento y distinto algoritmo, constituye una
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forma de validacion cruzada mas exigente que la significancia estadistica de un unico

modelo.

Unicamente el HMM generado a partir del alineamiento con PSI/TM del fragmento
con las regiones JMD-TM produjo resultados significativos. Los modelos generados a partir
de las regiones JM-C y JM-N no obtuvieron ninguna coincidencia contra el proteoma
humano. Como se detalla en la Tabla 7, este patron es sistematico y no se limita a las dos
regiones extendidas: ninguna region tomada de manera aislada, corta o larga alcanzé
significancia, lo que sugiere que el poder discriminativo de estos modelos depende de la
combinacién de las tres subregiones (TM, JMD-N y JMD-C) y no de ninguna de ellas por
separado. Esto es consistente con los resultados en las secciones 2.2.1,2.2.2y 2.2.3: la
informacion relevante para el reconocimiento por GS es de naturaleza compuesta; una
region TM hidrofébica seguida de una transicion polibasica, y no reside de forma suficiente

en ninguna subregion aislada.

Tabla 7. Modelos ocultos de Markov construidos y resultados de la biisqueda contra el
proteoma humano de referencia.

El nimero efectivo de secuencias corresponde al valor tras la ponderacién por redundancia
aplicada por HMMER. *Numero de secuencias estadisticamente independientes que componen el
alineamiento de entrada.

Modelo Regién n Posiciones n . Coincidencia
del modelo efectivo s
Sustratos TM-JMD TM-JMD 167 45 167,0 17
Sustratos TM TM aislada 167 25 167,0 0
Sustratos JMD-N JMD-N (10 aa) 167 27 167,0 0
Sustratos JMD-N JM-N (54 aa) 167 84 144,6 0
Sustratos JMD-C JMD-C (10 aa) 167 24 167,0 0
Sustratos JMD-C JMD-C (81 aa) 167 86 72,7 0
No sustratos TM-
JMD TM-JMD 21 44 21,0 8
No sustratos JMD-N JMD-N (10 aa) 21 25 21,0 0
No sustratos JMD-N JM-N (54 aa) 21 58 20,6 2
No sustratos JMD-C JMD-C (10 aa) 21 24 21,0 1
No sustratos JMD-C JMD-C (81 aa) 21 69 17,9 5
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2.2.4.1 Comparacion entre los logos derivados del alineamiento y del modelo
oculto de Markov

Para cada alineamiento se generaron dos representaciones graficas mediante
Skylign: un logo de secuencia calculado directamente sobre el alineamiento sin recortar, y
un logo derivado del perfil HMM construido a partir de ese mismo alineamiento (Figura 14 y
14). Ambos expresan la altura de cada residuo como contenido de informacion en bits,
pero no son equivalentes ni deben leerse de la misma manera; su comparacion
sistematica, mas alla de servir como material grafico, es en si misma informativa sobre los

limites de cada representacion (T. D. Schneider & Stephens, 1990; Shannon, 1948).

El contenido de informacion en un logo estandar de Shannon, con un fondo
uniforme de veinte aminoacidos, tiene un maximo tedrico de log,(20) = 4,32 bits; sin
embargo, los logos de Skylign emplean una entropia relativa a las frecuencias de fondo
observadas de cada aminoacido, de modo que un residuo intrinsecamente infrecuente en
el proteoma (como Trp o Cys) puede superar ese maximo si aparece de forma invariable

en una columna, tal como se observa en ambos conjuntos (Wheeler et al., 2014) .

El logo generado directamente a partir del alineamiento de secuiencias sobrestima
la conservacion de las columnas de muy baja ocupacion. Este efecto se aprecia con
particular claridad en el logo del fragmento TM-JMD de sustratos de GS (Figura 13. A). En
los sustratos, las columnas 19 a 21 del alineamiento de 72 posiciones alcanzan el maximo
de la escala (hasta 6,45 bits) con un consenso casi invariable (Trp-Trp-GIn), pero su fila de
ocupacioén indica que solo el 1 % de las 167 secuencias (una o dos entradas) contiene un
residuo en esas posiciones; el 99 % restante corresponde a gaps. En los no sustratos
(Figura 14.A), el efecto es todavia mas marcado. En el tramo de nueve posiciones
consecutivas con el consenso TWSAAAAFC, igualmente cercano al maximo de la escala,
tiene una ocupacion del 5 %, correspondiente a solo una secuencia de los 21 totales. En
ambos casos, la aparente conservacion no refleja una posicion biolégicamente informativa
para el conjunto, sino la ausencia casi total de datos en esa columna: cuando solo una o

dos secuencias aportan un residuo, la entropia observada es nula y el logo la representa
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como si fuera una conservacion absoluta. Este es precisamente el fendmeno anticipado
en la seccion 2.2 al sefalar que la extension producida por el alineamiento (1,72 veces en
sustratos, 1,47 veces en no sustratos; Tabla 5) introduce columnas de insercion de baja
ocupacion: el logo de alineamiento, al no ponderar por ocupacion, es engafoso en esas
posiciones concretas si se interpreta sin consultar la fila de ocupacion que lo acompafia.
Conviene distinguir este artefacto de los casos, ya documentados en la seccion 2.2.1, en
los que un pico alto del logo de alineamiento si corresponde a una columna de ocupacién
considerable, tal como las prolinas del JMD-N, presentes en el 91 % y el 82 % de las
secuencias; la altura del logo por si sola no permite esta distincion, y solo la lectura

conjunta con la fila de ocupacion la hace posible.

El logo del HMM corrige este efecto y revela una arquitectura interpretable (Figura
13 y 14. B). El perfil oculto de Markov no incluye como posiciones de coincidencia las
columnas de ocupacion insuficiente, sino que las modela como estados de insercién; en la
practica, esto coincide con el umbral de ocupacion del 50 % ya identificado en la Tabla 5,
y es la razoén por la cual el modelo TM-JMD de sustratos tiene exactamente 45 posiciones,
el cual es el numero de columnas del alineamiento que alcanzan esa ocupacién. Al eliminar
las columnas de insercién de baja ocupacion, el logo del HMM deja de mostrar los picos
artificiosos del logo de alineamiento y revela, en su lugar, una estructura de tres zonas con
contenido de informacion gradual y biolégicamente interpretable. Las posiciones 1 a 9 del
modelo presentan un contenido de informacion bajo y relativamente uniforme, sin un
residuo dominante, consistente con el JMD-N; conocido, por su elevada variabilidad de
secuencia entre familias de sustratos no relacionadas mencionada en la seccion 2.2.1 de
este mismo trabajo. A partir de la posicidn 10 y hasta aproximadamente la 22, el modelo
muestra una region marcadamente hidrofébica (dominada por Leu, Val, lle y Ala)
enriquecida en glicina en varias posiciones (14, 16, 19 y 20), compatible con la primera
mitad de la region TM. Este patrdn resulta especialmente relevante a la luz del mecanismo
propuesto por Werner et al. (2023) y discutido en la seccion 2.2: la bisagra rica en glicina
que estos autores describen en la mitad amino de la region TM (el motivo V36G37G38V39
de APP), necesaria para conferir flexibilidad conformacional a esa region, se manifiesta
aqui como un enriquecimiento de glicina posicionalmente concentrado en el modelo
construido sobre 167 sustratos. Esto es una observacion independiente de la construida

por Werner et al. sobre un sustrato individual, que la corrobora a escala del conjunto. De
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la posicién 23 en adelante, el modelo continua siendo predominantemente hidrofébico
hasta aproximadamente la posicién 35, pasando entre las posiciones 36 y 41 a una
sucesion de residuos basicos (Arg y Lys) que corresponde exactamente al motivo
polibasico de transicion TM-C/JMD-C ya caracterizado por composicion (seccién 2.2.2) y

por busqueda de motivos (consenso ALYLYRRKRK, seccion 2.2.3).

La distincion de estas tres zonas por el modelo evidenciada visualmente por los
dos cortes que introduce Skylign entre las posiciones 9-10 y 22-23, sugiere que
corresponden a segmentos con contribuciones potencialmente diferenciadas al
reconocimiento por GS: un JMD-N poco informativo consistente con lo mencionado en las
secciones 2.2.1y 2.2.3; una primera mitad de la region TM cuya composicion es coherente
con flexibilidad conformacional, y un bloque que une la segunda mitad de la regién TM con
el JMD-C, coincidente con el determinante de secuencia mas robusto identificado en todo
este capitulo. Esta lectura integra tres lineas de evidencia obtenidas por métodos
independientes a lo largo de las secciones 2.2.1 a 2.2.3, lo que constituye un argumento
mas solido que cualquiera de ellas por separado. No obstante, la particion sigue siendo
una propiedad del modelo ajustado a los datos y no una demarcacion funcional demostrada
experimentalmente en el presente capitulo; su correspondencia con determinantes reales
del reconocimiento requeriria el contraste con evidencia estructural y de dinamica

molecular.

El logo del HMM de no sustratos (Figura 15), construido con el mismo
procedimiento sobre el alineamiento de 61 columnas, no reproduce una arquitectura de
tres zonas igualmente nitida: Skylign marca en él un numero mayor de transiciones, mas
préximas entre si y sin una correspondencia igualmente clara con las tres subregiones TM-
JMD. Dado que este modelo se construye sobre apenas 21 secuencias frente a las 167 de
los sustratos, no es posible determinar con los datos disponibles si esta diferencia refleja
una arquitectura de reconocimiento genuinamente menos definida en las proteinas no
procesadas por GS, o si es, como se ha sefialado repetidamente en este capitulo, una

consecuencia del tamafio insuficiente del conjunto de comparacion.
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2.2.4.2 Nuevos candidatos a sustratos de y-secretasa

La busqueda produjo 17 coincidencias significativas. Ocho corresponden a
proteinas ya presentes en Sustratos _An: CXAR/hCAR, LEUK/SPN, SCN2B, CD2, EPHAZ2,

PRIMA1, TNR12 y SDC2, lo que constituye una autorrecuperacioén parcial que sirve como

control interno del modelo. Una, PTTG1IP, corresponde a una proteina clasificada en este

trabajo como no sustrato validado experimentalmente, una contradicciéon directa que se

discute mas adelante. Las nueve restantes constituyen candidatos no incluidos en ninguna

de las dos listas.

Tabla 8. Candidatos identificados por el modelo HMM del fragmento TM-JMD.
Sustratos que no pertenecen al conjunto de entrenamiento, contrastados con la busqueda por
protedmica de Hou et al. (2023) y con la clasificacion HC/LC de inteligencia artificial explicable

reportada por Breimann et al. (2025).

Sugerido Clasificacion en
Candidato Nombre por Hou et Breimann et Convergencia
al. (2023) al. (2025)
FCG2A Receptor Fcy lla New High Triple (HMM + Hou +
Si Confidence Breimann)
Substrate
LIRB1 Receptor New High Doble (HMM +
inmunoglobulina-simil No Confidence Breimann)
de leucocitos B1 Substrate
LIRB2 Receptor New High Doble (HMM +
inmunoglobulina-simil No Confidence Breimann)
de leucocitos B2 Substrate
ELFN1 Proteina ELFN1 New High Doble (HMM +
No Confidence Breimann)
Substrate
FCG2C Receptor Fcy lic N . New High Doble (HMM +
0, pero si ! 1 \ .
. Confidence Breimann); parcial
su paralogo Substrate con Hou a nivel de
FCGR2A -
familia
FCG2B Receptor Fcy llb No, pero si Low Confidence  Débil (HMM +
su paralogo Substrate Breimann de baja
FCGR2A confianza)
PRIMA1 Proteina de anclaje Low Confidence  Débil; sustrato
rico en prolina 1 No Substrate conocido en ratoén, no
validado en humano
SYT8 Sinaptotagmina-8 No Low Confidence  Contradicha por
non-substrate Breimann
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Sugerido Clasificacion en

Candidato Nombre por Hou et Breimann et Convergencia
al. (2023) al. (2025)
GPA33 Antigeno A33 de No Low Confidence  Contradicha por
superficie celular non-substrate Breimann

Cuatro de los nueve candidatos reciben respaldo de al menos una fuente externa.
El caso mas solido es FCG2A, sefialado de manera convergente por los tres métodos; el
HMM de este trabajo, la busqueda independiente de Hou et al. (2023) y el modelo de
aprendizaje automatico de Breimann et al. (2025), lo que lo convierte en el candidato mas
recomendable para una validacion experimenta. LIRB1, LIRB2 y ELFN1 son sefialados de
manera convergente por dos métodos; este trabajo y Breimann et al. (2025), construidos
sobre datos y algoritmos distintos, reduciendo la probabilidad de que la coincidencia sea
casual. Los receptores Fcy FCG2A, FCG2B y FCG2C, junto con los receptores
inmunoglobulina LIRB1 y LIRB2, pertenecen ademas a dos familias emparentadas de
receptores inmunitarios de superficie de tipo |, consistente con la elevada representacion
de proteinas del sistema inmunitario entre los sustratos de GS ya validado, sugiere una

hipétesis de familia, y no solo de proteinas individuales, para investigacion futura.

Dos candidatos, SYT8 y GPA33, estan directamente contradichos por la
clasificacion de Breimann et al. (2025), que los ubica como no sustratos de baja confianza;
en ambos casos, la sefial captada por el HMM de este trabajo no encuentra respaldo en
un método independiente y se considera de baja prioridad para validacion. El caso de
PRIMA1 es distinto: la propia base de datos de este trabajo registra que PRIMA1 es un
sustrato conocido de GS en ratén, aun no validado experimentalmente en humano; su
aparicion aqui como candidato, con respaldo débil de Breimann (baja confianza), es
coherente con esa condicion intermedia y no debe interpretarse como un hallazgo
completamente nuevo, sino como una posible extension a humano de un procesamiento
ya demostrado en otra especie, como en los casos de CSF1R y otras entradas murinas ya

discutidos en la seccion 2.1.1.
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El hallazgo de PTTG1IP entre las coincidencias del modelo de sustratos ya se
habia sefialado como una contradiccion directa con su estatus experimental de no sustrato.
La comparacién con Breimann et al. (2025) muestra que esta ambigledad no es exclusiva
del modelo construido en este trabajo: su propio clasificador, entrenado con datos y método
distintos, asigna a PTTG1IP la categoria Low Confidence non-substrate, es decir, reconoce
en su perfil fisicoquimico rasgos parcialmente compatibles con un sustrato, aun cuando la
clasifica finalmente como no sustrato. Que dos métodos independientes coincidan no en
la clasificacion final, sino en la ambigliedad de esta proteina en particular, respalda la

interpretacion de que PTTG1IP posee un perfil de secuencia genuinamente intermedio.

2.2.4.3 Modelos de no sustratos: autorrecuperacion vy
ambigliedad compartida

Los modelos de no sustratos que si produjeron resultados (TM-JMD, JM-N y JMD-
C) presentan un comportamiento uniforme: de las 8, 2, 5 y 1 coincidencias
respectivamente, practicamente la totalidad corresponde a miembros del propio conjunto
de no sustratos que se uso para generar el modelo. El HMM TM-JMD recuperd a FXYD3,
PTTG1IP, RELL2, RELL1, TGFA, ANPRA y JAM1/F11R, siete de los ocho resultados,
ademas de CXAR/hCAR, el cual es un sustrato validado y constituye la unica contradiccién
de este modelo, ya discutida en la version anterior de esta seccién. EI modelo JM-N
recuperd unicamente a ANPRA y LMAN1, ambos miembros del conjunto. EI modelo JMD-
C recuper6 a RELL1, RELL2, PTTG1IP, SEM4B y TYOBP, todos miembros del conjunto.
El modelo JMD-C de 10 residuos recuperé unicamente a TGFA, con significancia marginal,
también miembro del conjunto. Ninguno de los cuatro modelos de no sustratos generd, por
tanto, un candidato genuinamente nuevo; su desempefio se limita a autorreconocer, con
distinto grado de completitud y de fuerza estadistica, a sus propios miembros de

entrenamiento.

La comparacién con Breimann et al. (2025) afnade un matiz relevante a este

resultado. Tres de los propios no sustratos recuperados por estos modelos (RELL1, RELL2
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y ANPRA) reciben en el clasificador de Breimann et al. la categoria Low Confidence
substrate, es decir, ese método independiente tampoco los clasifica como no sustratos con
alta confianza. Que precisamente estas tres proteinas sean recurrentemente recuperadas
por los modelos de no sustratos de este trabajo, y que sean también las de clasificacion
mas incierta en un método externo, sugiere que la dificultad para construir un modelo de
no sustrato discriminativo no es enteramente atribuible al tamafio reducido del conjunto,
sino que responde, al menos en parte, a que varias de las proteinas mejor caracterizadas
como no sustrato tienen, de manera genuina, un perfil de secuencia menos definido que
el de los sustratos. Los restantes no sustratos recuperados (FXYD3, PTTG1IP, TGFA,
JAM1, LMAN1, SEM4B y TYOBP) reciben de Breimann et al. la categoria Low Confidence
non-substrate, es decir, una clasificacién concordante con la adoptada en este trabajo, sin

la misma ambigtiedad.

El patrén general es coherente con lo establecido en 2.1.1,2.2,2.2.1,2.2.2y 2.2.3.
El modelo construido sobre los sustratos recupera una fraccion apreciable de sus propios
miembros y sugiere, con distintos grados de respaldo independiente, un conjunto de
candidatos que incluye una familia tematicamente coherente de receptores inmunitarios
(FCG2A, con la validacién cruzada mas fuerte, junto con FCG2B, FCG2C, LIRB1 y LIRB2),
un candidato individual con doble respaldo (ELFN1), y un caso de extensién interespecie
(PRIMA1). Los modelos construidos sobre los no sustratos, en contraste, no ofrecen
capacidad predictiva mas alla de su propio conjunto de entrenamiento, y la comparacion
con un método externo indica que esta limitacion refleja, al menos parcialmente, una
ambiguedad real presente en varias de las proteinas del conjunto y no unicamente su
tamano reducido. Que solo el modelo TM-JMD combinado, mientras ninguno de los cinco
modelos de regidn aislada construidos sobre los sustratos alcanza significancia contra el
proteoma humano refuerza, ademas, la conclusion de que el determinante reconocible por
estos métodos es la arquitectura conjunta de las tres subregiones, y no una sefial suficiente
en la region TM, el JMD-N o el JMD-C por separado. La contradiccion de PTTG1IP,
corroborada de forma independiente por Breimann et al. (2025), ilustra el limite sefalado
en 2.2: un HMM captura recurrencia composicional y posicional, no evidencia mecanistica,
y su resultado debe interpretarse como un generador de hipotesis para validacion

experimental posterior.
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2.3 Perfil fisicoquimico comparativo y
arquitectura estructural de los fragmentos TM-
JMD

Las secciones anteriores establecieron que el reconocimiento por GS no se explica
mediante un motivo lineal estrictamente conservado, y que la Unica sefial de secuencia
robusta identificada en este trabajo se concentra en la transicion entre el extremo carboxilo
de la region TM vy el inicio del JMD-C (secciones 2.2.2.4, 2.2.3.1y 2.2.4.1). Esa sefial fue
caracterizada por tres vias metodolégicamente independientes: composicién posicional,
descubrimiento de motivos y modelado probabilistico, pero siempre en términos de
identidad de residuo. La pregunta que abre esta seccion es si esa misma regidén se
distingue también en términos de propiedades fisicoquimicas continuas, y si esa distinciéon

tiene correlacion en la conformacion tridimensional modelada de los fragmentos.

2.3.1 Conjuntos de datos y ventana de analisis

En esta seccion se combinan dos analisis que operan sobre conjuntos y ventanas

distintos. Su interpretacion debe de tener en cuenta esta distincion.

El perfil fisicoquimico comparativo se calculé6 sobre los fragmentos TM-JMD
completos (10 residuos JMD-N, region TM anotada y 10 residuos JMD-C) con una longitud
entre 36-50 residuos segun la longitud de la region TM de cada proteina. De la totalidad
de Sustratos_An (n = 167) y del conjunto de no sustratos naturales (n = 21), excluyendo el
No sustrato artificial por las razones ya expuestas en 2.1.1: su region TM de 21 residuos

de leucina es idealizada y maximamente hidrofdbica, y sus regiones yuxtamembranales
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proceden del sustrato validado TNR12, de modo que su inclusién introduciria en el grupo

de comparacion exactamente las propiedades que el analisis busca distinguir.

El presente andlisis indexa cada posicién desde el extremo N-terminal del
fragmento. Dado que la longitud de la region TM varia entre 16 y 30 residuos entre
proteinas, la posicion absoluta en la que termina la region TM y comienza el JMD-C no es
idéntica para todas las secuencias, de modo que la transicion observada en el perfil
promedio es una version parcialmente suavizada de transiciones individuales que ocurren
en posiciones ligeramente distintas entre si. Que la transicion se mantenga, aun asi,
diferenciable en el promedio del grupo se explica por la concentracién de longitudes de
fragmento observada en 2.1.1: 111 de los 167 sustratos (66,5 %) comparten una longitud
idéntica de 41 residuos (TM de 21 residuos), lo que reduce sustancialmente la dispersion

posicional del punto de inflexion.

El analisis estructural comparativo (seccién 2.3.5), por el contrario, se restringe a
fragmentos de treinta y tres residuos, longitud impuesta por el tope maximo admitido por
el servidor GS-SMD para las simulaciones posteriores, y a la longitud del sustrato minimo
demostrada experimentalmente (Yan etal., 2017). En consecuencia, los fragmentos
analizados en 2.3.5 y en toda la seccién 2.4 varian en longitud con respecto a los TM-JMD
analizados en 2.2 ni en 2.3.2-2.3.3. Toda referencia cruzada entre estas subsecciones
debe hacerse en términos de regiones incluidas JMD-N, TM-N, TM-C y JMD-C, y no de

indices posicionales.

Por ultimo, El andlisis estructural y de dinamica molecular dirigida (secciones 2.3.5
y 2.4) se realiza sobre el subconjunto Gold-estandar (16 sustratos humanos y 10-11 no
sustratos, excluido el artificial, segun el analisis), definido en la seccion 2.1.1, mientras que
el perfil fisicoquimico de esta seccion (2.3.2-2.3.3) emplea el conjunto completo de
Sustratos_An (167 y 21). Cuando en lo sucesivo se remita a resultados de 2.3.5 0 2.4, se
indicara explicitamente que corresponden al conjunto Gold-estandar, y no se presentaran

como equivalentes a los obtenidos aqui sobre el conjunto completo.
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Parte de los resultados de este capitulo, en particular el analisis estructural del
subconjunto Gold-estandar y las simulaciones de dinamica molecular dirigida, dio lugar a

un manuscrito derivado de este trabajo de tesis, actualmente en proceso de publicacion.

2.3.2 Perfil posicional de hidropatia e hidrofobicidad de sustratos
y no sustratos

El perfil posicional de hidropatia en escala Kyte-Doolittle (KD) e hidrofobicidad de
Eisenberg (Ei) revelo, sobre la totalidad de Sustratos An (n = 167) y del conjunto de no
sustratos naturales (n = 21), un patrdn claro y consistente de diferenciacion entre grupos,

concentrado en el extremo carboxilo del fragmento.

Ambos grupos presentaron el perfil general esperable para un fragmento centrado
en una hélice transmembranal: valores negativos o cercanos a cero en el extremo N-
terminal (posiciones 3-8), correspondiente al JMD-N, seguidos de un ascenso pronunciado
entre las posiciones 8 y 13, una meseta hidrofébica amplia y relativamente homogénea
(posiciones ~13-29) y un descenso posterior hacia el extremo C-terminal del fragmento
(Figura 19). En la meseta, ambos grupos alcanzaron valores maximos comparables
préximos a 3,0 en la escala KD y a 0,8—0,9 en la escala de Eisenberg sin una separacién
apreciable entre sustratos y no sustratos dentro de esta regién. Esta ausencia de diferencia
en el nucleo hidrofébico es coherente con lo ya establecido en 2.2.2: la composicion de la
region TM es equivalente entre ambos conjuntos, sin diferencias por residuo superiores a

2,3 puntos porcentuales.
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Figura 19. Hidorpatia, hidrofobicidad y momento posicional de fragmentos JMD-TM de
sustratos y no sustratos de y-secretasa.

Perfiles fisicoquimicos promedio a lo largo de los residuos que abarca el dominio transmembrana
(TM) y la regién yuxtamembrana (JM), utilizando una ventana deslizante de 5 aminoacidos. Los
datos corresponden a: (A-D) 167 sustratos de y-secretasa validados experimentalmente y (E—H)
21 no sustratos de paso unico tipo |. (A, E) Hidropatia segun Kyte—Doolittle (KD). (B, F)
Hidrofobicidad segun Eisenberg. (C, G) Momento hidropatico basado en KD (uH; angulo de la rueda
helicoidal = 100°). (D, H) Momento hidrofébico basado en Eisenberg. Las lineas continuas indican
la media del grupo; las bandas sombreadas en tonos oscuro y claro representan +1 DE y +2 DE,
respectivamente. La linea horizontal discontinua marca un valor de hidrofobicidad de cero. La
posicion 1 corresponde al extremo N-terminal (proximal a la ectodominio) de las secuencias. n,

numero de secuencias por grupo.
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El contraste mas claro entre grupos se localizé en el extremo C-terminal. En los
sustratos, el descenso tras la meseta es mas pronunciado y se prolonga hasta valores
marcadamente negativos: la hidropatia KD cae hasta aproximadamente -1,1 en la ultima
posicion comun al grupo (~34), y la hidrofobicidad de Eisenberg cae hasta
aproximadamente -0,6, cruzando ampliamente hacia el dominio hidrofilico. En los no
sustratos, el descenso ocurre en una posicion similar pero es menos profundo y se
estabiliza antes: la hidropatia KD se aplana alrededor de -0,6 a —0,8 y la hidrofobicidad de
Eisenberg alrededor de 0 a -0,1, sin alcanzar la magnitud negativa observada en los
sustratos. Esta es la traduccién sobre el conjunto completo del contraste ya cuantificado
por composicion en 2.2.2.4 (39,3 % vs. 24,8 % de Arg y Lys en el decapéptido JMD-C;
carga neta +3,40 vs. +1,90): una mayor concentracion de residuos basicos en el JMD-C
de los sustratos debe manifestarse, en cualquier escala de hidropatia, como una caida
mas profunda hacia el extremo hidrofilico, puesto que Arg y Lys ocupan los valores

extremos del rango hidrofilico en ambas escalas.

Esta lectura visual se confirma y se cuantifica de manera independiente mediante
los descriptores fisicoquimicos calculados sobre el fragmento completo (Tabla 9). La media
de hidrofobicidad de Eisenberg del fragmento entero fue significativamente menor en
sustratos que en no sustratos (0,312 + 0,123 vs. 0,421 £ 0,094; U de Mann-Whitney (Mann
& Whitney, 1947) , p < 0,0001), pese a que, como se describid arriba, la meseta TM de
ambos grupos alcanza valores practicamente idénticos. Esta aparente paradoja con una
media global menor en el grupo con una meseta igual o mas hidrofébica se resuelve
precisamente por el mayor peso que ejerce el descenso C-terminal, mas profundo en los
sustratos, sobre el promedio de todo el fragmento. El resultado es, en si mismo, evidencia
de que la sefal discriminante no reside en el nucleo transmembranal, sino en la transicion
hacia los extremos yuxtamembranales, en concordancia exacta con la conclusion

composicional de 2.2.2.4.

La desviacion estandar de los valores posicionales de KD y de Eisenberg a lo largo
de todo el fragmento fue también significativamente mayor en sustratos: KD_std 2,082 +
0,314 frente a 1,730 + 0,383 (p < 0,0001), y El_std 0,702 £ 0,145 frente a 0,524 + 0,143 (p
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< 0,0001). De manera concordante, los valores minimos alcanzados por cada fragmento
fueron mas negativos en sustratos (KD_min -3,199 + 0,805 vs. —2,359 * 0,880; EIl_min
-1,324 + 0,487 vs. -0,791 £ 0,424), mientras que los valores maximos no difirieron
sustancialmente entre grupos. Estos cuatro descriptores, calculados independientemente
del perfil posicional grafico, cuantifican con precision la misma observacion: los fragmentos
de sustrato recorren un rango fisicoquimico mas amplio, no porque su nucleo TM sea mas
hidrofobico, sino porque su extremo C-terminal alcanza valores mas extremos de
hidrofilicidad.

Otros descriptores del fragmento completo, calculados sobre el mismo conjunto de
167 sustratos y 21 no sustratos, refuerzan esta caracterizacidon desde angulos
complementarios. La carga neta media del fragmento fue significativamente mayor en
sustratos (+3,73 + 2,35 vs. +2,10 = 2,02; p = 0,0025), asi como el punto isoeléctrico (pl
10,37 £ 1,70 vs. 9,12 + 1,99; p = 0,0005) y el indice de Boman (0,107 + 0,662 vs. —0,455
+ 0,477; p = 0,0001), este ultimo una medida agregada del potencial de interaccién
proteina-proteina derivada de escalas de hidrofobicidad (Boman, 2003). Estos tres
resultados son consistentes entre si y con el enriquecimiento basico del JMD-C ya
establecido, y apuntan colectivamente a que los sustratos de GS presentan, en promedio,
un fragmento TM-JMD con mayor potencial electrostatico de interacciéon que los no
sustratos, aunque conviene subrayar que el indice de Boman es un descriptor agregado y
exploratorio, no una medida directa de afinidad de sustratos a PS1. El indice de
aromaticidad, en cambio, fue menor en sustratos (0,077 + 0,042 vs. 0,109 + 0,051; p =
0,0051); esta diferencia no tiene, hasta donde se ha revisado en este trabajo, una
interpretacion mecanistica directa en la literatura consultada, y se reporta aqui de manera

descriptiva.

Tabla 9. Descriptores fisicoquimicos del fragmento TM-JMD completo para 167 sustratos y
21 no sustratos.

Prueba U de Mann-Whitney (negrita: p < 0,05).
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Descriptor (fragmento p (Mann-
completo) Sustratos (n=167) No sustratos (n=21) Whitney)
Longitud (aa) 41.904 + 1.777 41.429 +1.207 0.1516
Carga neta 3.731 +2.353 2.101 £2.023 0.0025
Punto isoeléctrico (pl) 10.372 £ 1.701 9.124 £ 1.989 0.0005
Indice de inestabilidad 42.449 + 19.409 32.778 £ 18.523 0.0209
Aromaticidad 0.077 +£0.042 0.109 +0.051 0.0051
indice alifatico 136.949 +21.366 131.599 +24.332 0.2532
Indice de Boman 0.107 £ 0.662 -0.455+0.477 <0.0001
Razon de hidrofobicidad 0.530+0.060 0.549 £ 0.051 0.1493
KD media 0.978 £0.360 1.120 £ 0.275 0.0729
KD DE (amplitud) 2.082+0.314 1.730 £ 0.383 0.0001
KD minimo -3.199 + 0.805 -2.359 +0.880 0.0002
Eisenberg media 0.312+0.123 0.421 +£0.094 0.0001
Eisenberg DE (amplitud) 0.702 £ 0.145 0.524+£0.143 <0.0001
Eisenberg minimo -1.324 + 0.487 -0.791 +£ 0.424 <0.0001
pH-KD media 1.071 £0.125 1.069 £0.177 0.7985
pH-Eisenberg media 0.337£0.042 0.324 £0.048 0.2894

2.3.3 Momento hidrofébico y la ausencia de una anfipatia
discriminante

El momento hidrofébico (uH) evalia una propiedad distinta de la hidrofobicidad
media: la distribucion angular de los residuos hidrofébicos alrededor del eje helicoidal, y es
el descriptor clasico para distinguir una hélice anfipatica de superficie de una hélice

genuinamente transmembranal (Eisenberg et al., 1982) .
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En ambos grupos, los perfiles posicionales de yH fueron bajos y notablemente
planos a lo largo de la regién TM (uH-KD entre ~0,9 y 1,2; uH-Eisenberg entre ~0,25y 0,4),
sin la sefial periddica marcada que caracterizaria a una hélice con una cara hidrofébica y
otra polar bien segregadas. Ambos grupos mostraron, ademas, un ascenso hacia el
extremo C-terminal del fragmento mas pronunciado en pH-Eisenberg, que alcanza valores
de ~1,1-1,2 en sustratos hacia la ultima posicion comun frente a un ascenso mas
moderado en no sustratos (~1,3-1,5, con bandas de dispersion considerablemente mas
anchas dado el menor n). Sin embargo, este ascenso terminal coincide con la region de

menor ocupacion relativa de la ventana deslizante y debe leerse con cuidado.

Los descriptores agregados del fragmento completo confirman esta lectura visual:
ni la media de yH-KD (1,071 £ 0,125 en sustratos vs. 1,069 + 0,177 en no sustratos; p =
0,80) ni la media de pH-Eisenberg (0,337 £ 0,042 vs. 0,324 + 0,048; p = 0,29) difirieron de
manera estadisticamente significativa entre grupos. A diferencia de casi todos los demas
descriptores examinados en esta seccion, el momento hidrofébico no discrimina entre
sustratos y no sustratos de GS, resultante obtenido con una potencia estadistica

considerable (n = 167 vs. 21) sobre la totalidad de Sustratos_An.

Esta ausencia de sefal, obtenida sobre el conjunto completo de la tesis, refuerza
sustancialmente la robustez de la conclusion: el reconocimiento por GS no opera mediante
el reconocimiento de una cara helicoidal anfipatica especifica. Esta exclusion acota de
manera importante el espacio de hipoétesis mecanisticas compatibles con los datos
disponibles, aunque un pH bajo describe uUnicamente la distribucion angular de la
hidrofobicidad y no mide dinamica del esqueleto peptidico, estabilidad helicoidal local ni
susceptibilidad al reordenamiento conformacional; esta limitacién motiva directamente el
analisis dinamico de la seccidon 2.4, donde la flexibilidad conformacional se examina de

manera directa.
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2.3.4 Coincidencia espacial entre la transicién fisicoquimica y el
sitio de escision inicial

El conjunto completo de Sustratos_An no permite examinar la relacién entre el perfil
fisicoquimico y la posicion de escisién, porque solo una fraccion de sus entradas cuenta
con sitio de corte reportado. Este analisis se realizd, por tanto, sobre el subconjunto de
sustratos con sitio de escisibn demostrado, y sus conclusiones no se extrapolan

automaticamente al conjunto completo.

Al superponer las posiciones de escision reportadas sobre el perfil de hidropatia
del subconjunto Gold-estandar (seccion 2.1.1), se observa que el sitio € (0 su equivalente
C1 en sustratos distintos de APP) cae, en la mayoria de los sustratos examinados, en el
punto donde la curva de hidrofobicidad inicia su descenso pronunciado o en su vecindad
inmediata. Esta coincidencia espacial respalda el modelo clasico de “regla molecular” del
procesamiento sucesivo por GS, segun el cual la enzima escinde primero la hélice del
sustrato cerca del limite citosdlico de la membrana y recorta después el intermediario hacia
el ectodominio en pasos de aproximadamente tres residuos a través de los bolsillos S1'—
S3' del sitio activo (Steiner et al., 2018; Takami et al., 2009; Wolfe, 2020a). En esa lectura,
la region que rodea el sitio de escision inicial no ocupa una posicion arbitraria dentro del
segmento transmembranal, sino que constituye una bisagra fisicoquimica entre la hélice

embebida en la membrana y el segmento yuxtamembranal citosélico.

Sin embargo, esta coincidencia no debe limitarse a una regla posicional universal.
Dentro del conjunto Gold-estandar se identificaron dos excepciones claras: IL-1R2 y
TNR16 presentan un cambio aparente de hidrofobicidad y carga, pero son escindidos en
la region central de su segmento transmembranal (Figura 11), entre nueve y once residuos
por encima de la transicion de membrana. Ambos son, ademas, los Unicos sustratos de
ese conjunto que portan un residuo de triptéfano dentro o inmediatamente adyacente a la
region yuxtamembranal citosélica, residuo con capacidad conocida de contribuir al anclaje
interfacial y a la estabilizacién de segmentos helicoidales de membrana (Situ et al., 2018;

Wimley & White, 1996) . Con solo dos proteinas, esta observacion no permite establecer
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causalidad, pero si sugiere que distintos sustratos podrian satisfacer los requisitos de

reconocimiento por rutas, o con caracteristicas, parcialmente distintas.

Experimental e independiente se ha demostrado que un residuo basico, Lys o Arg,
se encuentra altamente conservado inmediatamente en posicién carboxilo-terminal
respecto de la hélice transmembranal, tipicamente varios residuos abajo del sitio €, y que
la perturbacion de esa carga positiva compromete gravemente la escisién: en APP/C99,
las sustituciones K53A y K53E practicamente la eliminan, mientras que la sustitucién
conservativa K53R no lo hace, lo que indica un requisito de carga y no de identidad estricta
de aminoacido (T. H. Xu et al., 2016) . Trabajo posterior mostré que la regioén polibasica
carboxilo-terminal contribuye al reconocimiento mediante interaccién con PIP2 y que la
modulacion de sus niveles celulares altera la eficiencia de escision y desplaza el sitio €
(Yan et al., 2017). El presente analisis, realizado sobre un conjunto de 167 sustratos y por
una via metodolégica completamente distinta, identifica de manera independiente la misma

region como el punto de maxima diferenciacion fisicoquimica.

2.3.5 Modelado y comparacion estructural de los fragmentos
TM-JMD de longitud recortada

Ahora que se ha establecido que la sefal de secuencia y fisicoquimica convergen
en el limite TM-C/JMD-C, la pregunta siguiente es si esa diferencia tiene correlacion con
la conformacion tridimensional predicha de los fragmentos, o si sustratos y no sustratos

son estructuralmente indistinguibles en ausencia de la enzima.

Los modelos generados con AlphaFold3 para los fragmentos de 33 residuos de
longitud para sustratos y no sustratos de referencia (Gold-estandar) superaron en todos
los casos los umbrales estrictos de confianza establecidos en 1.4.5 (pLDDT medio > 90 y
PAE < 5 A alo largo de los segmentos helicoidales centrales), y adoptaron, sin excepcion,
una conformacion predominantemente a-helicoidal a lo largo del segmento

transmembranal, como corresponde a proteinas de paso unico de tipo I.
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La comparacion estructural por pares mediante MatchMaker, tomando el fragmento
de APP como referencia, arrojé desviaciones cuadraticas medias muy bajas sobre los
pares de atomos retenidos tras el refinamiento iterativo, sin que se observara
desplazamiento sistematico alguno segun la condicion de sustrato o no sustrato (Figura
20. A, D, H). En el conjunto Gold-estandar, las medias de RMSD podado se situaron entre
0,58 y 0,91 A en las cuatro comparaciones realizadas (sustratos frente a APP, 0,893 *
0,171 A; no sustratos frente a APP, 0,906 + 0,147 A; sustratos frente a la hélice artificial de
referencia, 0,644 + 0,175 A; no sustratos frente a la hélice artificial, 0,583 + 0,157 A) (Figura
20. G). Asi, el plegamiento helicoidal transmembranal canonico no distingue a los sustratos
de GS de sus no sustratos. La condicion de sustrato no esta codificada en una

conformacion estatica Unica.
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Figura 20. Comparacion estructural de sustratos y no sustratos de y-secretasa de referencia
(Gold-standard).

(A) Estructura del fragmento APP comparada con no sustratos de referencia de y-secretasa. El
fragmento visualmente mas desviado (MANBAL) esta sefialado con una flecha negra. (B) Estructura
del fragmento no sustrato artificial comparada con no sustratos estandar de oro. (C) Estructura del
fragmento no sustrato artificial comparada con sustratos estandar de oro. (D) Estructura del
fragmento APP comparada con sustratos estandar de oro. (E) Puntuacion de alineacion, (F) relacion
de poda y desviacion cuadratica media (RMSD) de similitud estructural para (G) pares de atomos
podados y (H) todos los pares de atomos. La estructura visualmente mas disimil esta sefialada y
nombrada. El umbral de la medida de distancia estructural (SDM) se establece en 5.0 A; refleja la
disimilitud entre estructuras que comparan las posiciones espaciales relativas de los atomos de
carbono alfa de la cadena principal; Valores mas bajos indican mayor similitud estructural, mientras
que valores mas altos indican mayor divergencia estructural (Johnson et al., 1990). Puntuacién de
calidad (Q-score): valor entre [0 — 1] que indica el nivel de similitud. Una puntuacién Q de cero indica
estructuras completamente diferentes o superpuestas, mientras que si la puntuacién Q se acerca a
1.0, representa estructuras casi idénticas (Krissinel & Henrick, 2004). Todos los valores
corresponden a los resultados de la alineacion de estructuras obtenida con las herramientas Match-
Makery Match-Align.

No obstante, un RMSD bajo tras el refinamiento no debe de leerse de manera
aislada, pues MatchMaker elimina iterativamente los pares de atomos que superan el
umbral de 2,0 A, de modo que el valor final describe Unicamente el subconjunto

estructuralmente conservado del alineamiento. La razén de refinamiento y el RMSD
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calculado sobre la totalidad de los pares aportan la informacidén complementaria necesaria
para distinguir una estructura globalmente similar de una en la que un nucleo muy
conservado estad rodeado de regiones divergentes. En el conjunto Gold-estandar, los
sustratos comparados con APP mostraron la razon de refinamiento mas baja de las cuatro
comparaciones (81,29 + 10,66 %) y el RMSD mas alto sobre la totalidad de los pares (2,694
+ 1,011 A), mientras que los no sustratos frente a APP retuvieron una fraccién mayor de
pares (84,84 + 8,69 %) con una desviacion global menor (2,227 + 1,197 A). Esta
combinacion indica que la semejanza estructural del resto de los sustratos con APP se
concentra mas estrictamente en un nucleo conservado, lo cual es compatible con la
complejidad estructural ya descrita para la region transmembranal de APP/C99 (Beel &
Sanders, 2008; Guner & Lichtenthaler, 2020).

La comparacién de proteinas individuales también ilustra distincién entre
semejanza focal y distribuida. IL-1R2 presenté el RMSD podado mas bajo de todo el
conjunto frente a APP (0,563 A) y, simultaneamente, uno de los mas altos al considerar
todos los pares de atomos (4,474 A), mostrando una concordancia estructural excelente
en una region restringida, acompanada de divergencia sustancial en el resto del fragmento.
El no sustrato FAAH2, en cambio, mostré divergencia tanto en el nucleo retenido (1,194 A)
como en el conjunto completo (4,719 A), patrén compatible con una diferencia estructural
distribuida. La distribucion espacial de la desviacion estructural contiene, por tanto, mas

informacion que cualquier valor global de RMSD considerado aisladamente.

El descriptor que si mostré6 un desplazamiento sistematico fue la puntuacién de
alineamiento de MatchMaker, que incorpora informacion de secuencia y de estructura
secundaria ademas de la correspondencia geométrica (Meng et al., 2006). Los sustratos
alcanzaron puntuaciones medias superiores a las de los no sustratos en ambas
referencias: 61,1 £ 18,1 frente a 49,6 + 11,2 contra APP, y 63,0 + 11,6 frente a 52,8 + 10,7
contra el no sustrato artificial. Debido a que el componente estrictamente geométrico no
separa a los grupos, este desplazamiento es atribuible a la componente de secuencia y de
estructura secundaria del descriptor, y es, por tanto, coherente con los resultados de

secuencia de 2.2.
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El no sustrato estructuralmente mas divergente en la superposicion fue MANBAL
(Figura 20. A, B), cuya desviacion podria relacionarse con la presencia de un residuo de
prolina proximo a la porcién carboxilo-terminal de su segmento transmembranal, donde la
prolina puede perturbar localmente un esqueleto a-helicoidal regular. Esta observacién
individual no permite establecer que la distorsion mediada por prolina cause resistencia a
GS. Mas aun, el conjunto de no sustratos abarca con toda probabilidad mecanismos de no
reconocimiento heterogéneos: PTTG1IP, por ejemplo, contiene cisteinas proximas al limite
TM-JMD vy se ha reportado que su escision ineficiente se asocia a la palmitoilacion de esos
residuos (ARfalg et al., 2024), un mecanismo que no puede inferirse de la geometria del
esqueleto peptidico. Esta heterogeneidad mecanistica explica, adicionalmente, por qué los
modelos de no sustratos construidos en 2.2.4.3 carecieron de capacidad predictiva mas
alla de su propio conjunto de entrenamiento: no existe un “perfil de no sustrato” unico que

este modelo pueda apreciar.

El Q-score aporté una perspectiva adicional a las comparaciones estructurales. En
los cuatro grupos de comparacion, las puntuaciones Q se mantuvieron proximas a cero
(0,000-0,027) (Figura 20. A-D), incluida la comparacion entre sustratos y APP. Cabe
destacar que la comparacion entre sustratos y APP combiné un valor de RMSD tras la
poda relativamente bajo (0,893 + 0,171 A) con la puntuacién Q mas baja de las cuatro
comparaciones (0,000) y el valor SDM mas alto (27,759). Los cuatro valores SDM y Q-
score obtenidos fueron: sustratos frente a APP, SDM = 27,759, Q-score = 0,000; no
sustratos frente a APP, SDM = 27,102, Q-score = 0,004; sustratos frente al no sustrato
artificial, SDM = 21,771, Q-score = 0,004; no sustratos frente al no sustrato artificial, SDM
= 24,132, Q-score = 0,027. Esta combinacion indica que un RMSD bajo tras la poda no
implica necesariamente una estrecha correspondencia estructural global en el conjunto
completo de atomos comparados. Mas bien, es coherente con la presencia de un
subconjunto limitado de atomos que pueden superponerse con gran precision, mientras

que las estructuras globales conservan diferencias posicionales sustanciales.



Capitulo 2: Resultados y discusién 121

2.3.6 La informacion discriminante se concentra en el limite TM-
C/JMD-C

Los resultados de las secciones anteriores del presente capitulo apoyan tres

aseveraciones de distinto alcance.

Primeramente, la hidrofobicidad global del segmento transmembranal, su
distribucién angular, ni la geometria tridimensional del esqueleto helicoidal predicho
distinguen a los sustratos de GS de sus no sustratos. Cada uno de estos tres descriptores
fue evaluado de manera independiente y ninguno separé a los grupos dentro de la region
del nucleo TM. Este resultado es informativo por acumulacién: descarta simultaneamente
un mecanismo de reconocimiento basado en hidrofobicidad neta del nucleo, uno basado

en anfipaticidad facial y uno basado en conformacién canoénica unica.

Por otra parte, la Unica region en la que se concentré una diferencia consistente,
ahora confirmada estadisticamente sobre 167 sustratos y 21 no sustratos, fue el limite
entre el extremo carboxilo de la region transmembranal y el inicio del JMD-C. Esta seccién
aporta la cuarta y quinta via metodolégica independiente que converge en esa misma
ventana, tras la composicion posicional (2.2.2.4), la identificacién de motivos (2.2.3.1) y el
modelo oculto de Markov (2.2.4.1): el perfil fisicoquimico posicional (2.3.2) y el conjunto de
descriptores agregados del fragmento (hidrofobicidad media, carga neta, pl e indice de
Boman) (también 2.3.2). Cinco aproximaciones que no comparten supuestos ni algoritmo,
aplicadas al mismo conjunto de datos, senalan el mismo tramo de aproximadamente cinco
residuos. Este es el argumento acumulativo mas sélido construido hasta el momento en el

presente capitulo.

Finalmente, y como delimitacién, ninguno de estos analisis mide interaccion con la
enzima. Todos describen propiedades intrinsecas de secuencias y estructuras aisladas.
Que una region presente la mayor diferencia fisicoquimica entre grupos no demuestra que

sea la region reconocida por GS, ni que el reconocimiento dependa de la propiedad
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medida; lo demostraria Unicamente evidencia sobre el complejo enzima-sustrato.
Adicionalmente, la naturaleza estatica de estos descriptores es incapaz, por construccion,
de capturar la flexibilidad conformacional que evidencia experimental reciente sefiala como
el determinante principal de la escindibilidad de la regién TM (Werner et al., 2023) . Ambas
limitaciones motivan directamente el analisis a través de dinamica molecular enzima-

sustrato de la siguiente seccion.

2.4 Dinamica molecular dirigida del
reconocimiento enzima-sustrato

La seccion anterior concluyé que la condicion de sustrato no esta codificada en una
conformacion estatica Unica y que los descriptores estructurales globales no separan a los
dos grupos. Entonces... squé caracteristicas estructurales y de interaccion, si es que
alguna, distinguen un acoplamiento productivo de sustratos de la de cualquier hélice

transmembranal en GS?

La presente seccion difiere en términos de alcance a la seccién 2.3.2. Las
simulaciones se realizaron sobre fragmentos del conjunto Gold-estandar, y las
comparaciones mecanisticas detalladas se limitan a cuatro sistemas: dos sustratos (APP
y NOTCH1) y dos no sustratos (el constructo artificial de poli-leucina y ANPRA/NPR-A)
validados. Ninguna conclusion de esta seccion busca extenderse a la totalidad de los 167
sustratos analizados en 2.2 y 2.3.2. La razén de esta restriccion es doble; el analisis
requiere conocer el sitio de escision con precision de residuo, y el coste computacional y

de analisis por sistema es elevado.

Los dos no sustratos fueron elegidos deliberadamente para interrogar modos de
fallo distintos; el constructo artificial combina un segmento transmembranal de 21 residuos
de leucina con las regiones yuxtamembranales de TNR12/Fn14, un sustrato validado;

puesto que sus flancos proceden de un sustrato genuino y solo su regién TM es no nativa,
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cualquier fallo es atribuible a esta ultima (ARfalg et al., 2024). ANPRA es una proteina
nativa de paso unico de tipo I, ensayada directamente y confirmada como no escindida por
GS (Hemming et al., 2008). Ambos no sustratos conservan también un agrupamiento de
residuos basicos en el limite intracelular de la membrana (RRCRRR y RKMQLE,
respectivamente), es decir, la caracteristica identificada en 2.2.2.4 y 2.3.2 como el
determinante de secuencia mas robusto. Esta eleccion es intencionada: ninguno de los
dos queda descalificado de manera trivial por ausencia del anclaje basico, de modo que
cualquier sefial discriminante debe referirse a como interactiua ese agrupamiento con la
enzima, y no meramente a si esta presente. Esta seccién somete asi a prueba directa el

determinante propuesto en las secciones anteriores.

2.41 Geometria del poro catalitico de 61YC y definiciéon de los
criterios de aceptacién

Antes de evaluar las trayectorias, el poro catalitico de GS se caracterizé de manera
independiente sobre la estructura de crio-microscopia electrénica 6lYC mediante
MOLEonline (Racek et al., 2025; Zhou et al., 2019) . El radio libre, definido como el radio
dentro del canal limitado por los tres atomos de cadena principal mas préximos vy
seleccionado por considerar la flexibiidad de las cadenas laterales, varié entre
aproximadamente 3 y 7 A a lo largo de los 40,7 A de longitud del poro. La distancia entre
los carbonos y de la diada catalitica en esa estructura es de 8,1 A, si bien debe recordarse
que la posicion D385 de PS1 esta mutada a alanina en 61YC, mutaciéon introducida
precisamente para impedir la escision del sustrato durante la determinacion estructural,
esta mutacion fue revertida bioinformaticamente usando PyMol (Schrédinger, s/f) (Figura
21).
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Figura 21. Analisis del poro catalitico de la estructura 61YC.

(A) Poro donde se ubica el fragmento de APP C83. PS1 se presenta en verde. La estructura de
lamina B de 5 residuos de longitud esta sefialada con una flecha roja. La distancia del radio libre,
que varia a lo largo del poro considerando la flexibilidad de la cadena lateral, se ilustra marcada en
magenta. Debajo de la estructura de la proteina, el perfil fisicoquimico del poro se ilustra en la escala
de hidropatia de Kyte-Doolittle que abarca desde el mas hidrofilico (Arg = -4.5) hasta el mas
hidrofébico (lle = 4.5) (arriba) (Kyte & Doolittle, 1982), y la escala de hidrofobicidad normalizada de
Cid que abarca desde el mas hidrofilico (Glu = -1.140) hasta el mas hidrofébico (lle = 1.810) (abajo)
(Cid etal., 1992). (B) Distancia entre los atomos Cy (A) en la estructura 61YC con Asp385
reconstruido bioinformaticamente. Aqui, PS1 esta coloreado en cian.

Los criterios geométricos de aceptacion se derivaron de esta geometria
experimental. Se retuvo una trayectoria unicamente cuando su distancia interaspartato
minima no super6 10,2 A y la suma minima de distancias desde el carbono y (Cy) de cada
aspartato hasta el oxigeno carbonilico del enlace escindible no superé 14 A. El umbral de
14 A corresponde al didmetro maximo del poro resuelto experimentalmente; el umbral
interaspartato se escald proporcionalmente a partir de los valores de 11 y 8 A empleados
previamente con la misma infraestructura del servidor GS-SMD (Jakowiecki et al., 2024),
que a su vez se basaban en la separacién interaspartato en conformacion cataliticamente
activa en GA de aproximadamente 7 A reportada en simulaciones de GaMD y Pep-GaMD
(Bhattarai et al., 2020, 2022) . La ampliacion se justifica porque el presente protocolo
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impulsa mecanicamente al sustrato a través de un canal finito y no reproduce un punto de

equilibrio.

Estos no son umbrales cataliticos validados experimentalmente, y deben leerse
como criterios de compatibilidad geomeétrica con la protedlisis dentro de este marco de
simulacion, no como limites establecidos por evidencia cinética o estructural

independiente.

El acceso a la estructura con la que se hizo el analisis y a los resultados crudos de
los resultados de las trayectorias por dinamica molecular dirigida en el servidor GS-SMD

pueden ser consultadas a través de los tokens/enlaces reportados en la Tabla 10.

Tabla 10. Acceso a analisis y datos disponibles en linea.
Enlaces a recursos alojados externamente que respaldan la reproducibilidad de este estudio.

Contenido: (i) acceso directo a las paginas de resultados del servidor GS-SMD para cada sistema
simulado (APP, NOTCH1, sustrato artificial no sustrato, ANPRA), alojadas en el propio servidor GS-
SMD (Orzet et al., 2023); (ii) acceso al analisis de geometria de poros mediante MOLEonline para
la estructura PDB 61YC, utilizado para determinar los umbrales de aceptacion geométrica.

Recurso Enlace

Simulation 1: https://gs-smd.biomodellab.eu/results/942526 36-
ad00-41d2-a098-15fe9e49a268/
Simulation 2: https://gs-smd.biomodellab.eu/results/0083f2de-
3b96-452d-85a8-bc0e254fb861/
Simulation 3: https://gs-smd.biomodellab.eu/results/636a4381-
b4e3-45ab-8a6e-74d685254baa/
Simulation 4: https://gs-smd.biomodellab.eu/results/53a63496-
144f-4cdb-80c9-69a320368501/
Simulation 1: https://gs-smd.biomodellab.eu/results/f77d8881-
2555-415e-94dc-13afa2ba2cf6/
Simulation 2: https://gs-smd.biomodellab.eu/results/5f19f3b6-
611a-41e0-8de1-7b0bd98d3fcf/
Simulation 3: https://gs-smd.biomodellab.eu/results/6a381be0-
2ab2-445e-92a4-1646cfe22588/
Simulation 1: https://gs-smd.biomodellab.eu/results/4637b67c-
9051-4525-8eb1-4b5934849c49/
Simulation 2: https://gs-smd.biomodellab.eu/results/ce3930eb-
2ad3-4a0f-8151-9119cbb5b1d8/
GS-SMD Atrtificial non-substrate  Simulation 3: https://gs-smd.biomodellab.eu/results/ab92dc43-
simulations 8f6b-41cc-ad8c-3f0c0a857502/
Simulation 4: https://gs-smd.biomodellab.eu/results/2e1ef184-
5b99-4851-98d6-842d3ea89c50/
Simulation 5: https://gs-smd.biomodellab.eu/results/aa40e66d-
1229-40ae-b5e1-6bfc74481b88/

GS-SMD APP simulations

GS-SMD NOTCH1 simulations
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Simulation 1: https://gs-smd.biomodellab.eu/results/b45a5bd2-
d77f-4443-a11c-0ab1aed442d61/

Simulation 2: https://gs-smd.biomodellab.eu/results/fb528597-
26e8-4297-8596-42b50d3be3fd/

Simulation 3: https://gs-smd.biomodellab.eu/results/f470f601-
9492-4ff8-80d9-d4c2f8afa8e1/

MOLEonline https://moleonline.cz/online/DRkVwPDhmk68p5wvVOWgA/2

GS-SMD ANPRA simulations

2.4.2 Alcance interpretativo de las simulaciones de dinamica
molecular dirigida

La plantilla de partida es compartida y favorable. El servidor GS-SMD construye
cada estructura inicial enhebrando la secuencia del fragmento de interés sobre el esqueleto
de 6IYC, en el que el registro de lamina B hibrida entre el sustrato y las hebras 1/2 de
presenilina ya estad presente (Orzel etal.,, 2023; Zhou et al., 2019). Puesto que esa
geometria se hereda de manera idéntica por todo fragmento enhebrado sobre la plantilla,
con independencia de su secuencia, la condicion inicial de los cuatro sistemas esta
sesgada a favor de retener contactos de tipo puente en esa posicion, y la mera presencia
de un puente no puede leerse como formacion espontanea de una interaccion especifica
de sustrato. La misma condicion implica que todo fragmento comienza la simulacion ya
posicionado dentro del bolsillo catalitico, y no aproximandose a él, consideracién que se
aplica con igual fuerza a la comparacion de tasas de aceptacion posteriores. La
comparacion informativa no es, por tanto, la presencia de una caracteristica, resultado por
defecto bajo una condicion inicial compartida y favorable, sino su retencion, pérdida o
desplazamiento temporal comparativos entre sistemas que partieron de una posicion inicial

equivalente.

Un caso concreto ilustra esta advertencia. Resulta interesante apreciar que la
region JMD-C de APP, representada en nuestra dinamica molecular por seis aminoacidos
(LKKKQY), interactua fuertemente con los aminoacidos cataliticos de la enzima ya desde
el inicio de la simulacion. Sin embargo, esto puede deberse a la manera en que se aborda
la simulacion: al iniciar con aminoacidos de carga positiva, como la lisina, e hidrofilicos,

como la glutamina, ya imbuidos en la membrana, es esperable que estos muestren afinidad
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por aminoacidos de carga negativa como los aspartatos cataliticos, con independencia de
si esa interaccion refleja un proceso de reconocimiento genuino o es, en cambio, una

consecuencia directa de la plantilla estructural compartida descrita arriba.

El protocolo es mecanicamente impulsado y estocastico. Las trayectorias se
generan en un entorno de membrana-agua implicito, sin agua ni colesterol explicitos, a lo
largo de 50 ns y con un numero limitado de réplicas por sistema. Los propios
desarrolladores validaron la implementacion principalmente para comparaciones dentro de
una misma secuencia (APP wild type frente a mutantes) y desaconsejan explicitamente
comparar valores de salida entre sustratos distintos (Orzel et al., 2023). Por ello, los valores
de trabajo, fuerza, distancia, tasa de aceptacion y ocupacion se presentan de manera
descriptiva, como caracterizaciones exploratorias del comportamiento de cada sistema, y
no se reporta estadistica inferencial entre sistemas. El trabajo de traccién acumulado
describe la resistencia mecanica a lo largo de la coordenada de reaccion aplicada bajo
este protocolo especifico; no es una energia libre de unidén, y obtenerla requeriria

reponderacion sobre un conjunto de trayectorias sustancialmente mayor que el disponible.

El estado de protonacién es una eleccion heredada del servidor. Las simulaciones
se realizaron con Asp385 como unico residuo catalitico protonado, en concordancia con el
mecanismo acido-base general propuesto para GS, en el que el aspartato protonado dona
su protén al oxigeno carbonilico del enlace escindible mientras el desprotonado activa la
molécula de agua nucleofilica. Sin embargo, trabajo de simulaciéon multiescala reporta que
la protonacion selectiva de Asp257 reduce la energia libre del sistema en
aproximadamente 2 kcal/mol respecto del estado con Asp385 protonado (Wu et al., 2024),
y en simulaciones independientes de GaMD con la estructura unida a NOTCH fue
necesario protonar Asp257, y no Asp385, para que ambos aspartatos se aproximaran
productivamente (Bhattarai etal., 2020). Toda interpretacién posterior que involucre
puentes de hidrogeno dependientes del protén de Asp385, o asimetria entre el
acoplamiento de Asp257 y Asp385, esta condicionada a esta eleccion de protonacion y no
constituye evidencia sobre el estado de protonacién de la enzima nativa. Esta cuestién

permanece abierta en la literatura.
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2.4.3 La proximidad de la diada catalitica no discrimina por si
misma sustratos de no sustratos

El fragmento de APP alcanzé los criterios de aceptacion en tres de cuatro
trayectorias (75 %). En la trayectoria mas representativa (simulacion 2, fotograma 190,
47,75 ns), la suma de distancias diada-carbonilo fue de 11,50 Ay la distancia interaspartato
de 7,74 A, con el proton de Asp385 a 2,0 A del oxigeno carbonilico, separacion compatible
con un puente de hidrogeno y con una conformacion geométricamente compatible con la
protedlisis, coincidente a su vez con una conformacion local de tipo coil en el sitio de
escision (Figura 22). Este valor interaspartato es incluso consistente con el rango de 6 a 8
A reportado para la conformacion activa de GS mediante GaMD (Bhattarai et al., 2020), y
por consiguiente esta por debajo del umbral definido de 10,2 A. No obstante, las medias
de las tres réplicas que superaron el criterio fueron de 12,5 + 1,1 A para la distancia sumada
y 9,0 + 1,2 A para la interaspartato: el fotograma representativo reporta la geometria mas
favorable muestreada, no el comportamiento tipico del sistema, mantener presente al leer

todas las figuras de fotograma representativo de esta seccion.

Tabla 11. Trabajo/energia y distancias calculadas para simulaciones SMD del fragmento de
33 residuos de APP dentro de la y-secretasa.

Se reportan las simulaciones que cumplieron con los umbrales de seleccion (distancia interaspartato
minima <10,2 A y la suma minima de distancias desde el Cy de cada aspartato hasta el oxigeno
carbonilico del enlace escindible <14 A). Para cada simulacion, se informa el trabajo/energia para
el marco con la distancia sumada mas corta [A] desde el oxigeno carbonilo del esqueleto de Leu25
(Leud9) hasta los atomos Cy de Asp257 y Asp385.

Shortest
Sim no Frame Time [ns] Work Leu25— Leu25— sum Asp257—-
) [kJ/mol] Asp257 Asp385 of Asp385
distances
2 190 47.75 1310.6 7.88 3.62 11.50 7.74
3 146 36.50 669.1 8.25 3.96 12.21 10.12
4 158 39.50 911.0 8.81 4.87 13.68 9.09

Mean: 963.6 8.3 4.2 12,5 9.0
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Figura 22. Dinamica molecular dirigida (SMD) del desplegamiento del fragmento APP dentro
del bolsillo catalitico y-secretasa.

(A) Dinamica de la diada catalitica durante la simulacion. Distancia entre el Cy de ambos aspartatos
cataliticos Asp257 y Asp385 (arriba), y distancias desde el Cy de ambos aspartatos cataliticos, y
desde el proton del Asp385 protonado, hasta el oxigeno carbonilico del sitio de escision €. (abajo).
(B) Fotograma de simulacién mas representativo (simulacion numero 2, fotograma = 190, 47.75 ns)
seleccionado como el minimo del criterio combinado: suma de distancias Cy-oxigeno carbonilico =
11,50 A; distancia entre aspartatos = 7,74 A. La separacion de 2,0 A entre el proton Asp385 y el
oxigeno carbonilico corresponde a un enlace de hidrégeno, lo que indica una conformacion
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geométricamente compatible con la protedlisis. PS1 esta coloreado en cian y APP en rosa. La
posicion L25 en el fragmento corresponde a L49 en la numeracion estandar de residuos. (C) Mapa
de calor de la estructura secundaria del sustrato APP que ilustra la pérdida del segmento helicoidal
a ~27 ns, precediendo al marco productivo a 47,75 ns donde la conformacién es compatible con la
protedlisis (H - a-Hélice, G - Hélice 310, / - Hélice -, E - Strand, B - Bridge, C - Coil, T — Turn). (D)
Mapas de calor de distancia por residuo desde los Cy de la diada catalitica, y desde el protén Asp385
a cada oxigeno carbonilo de la cadena principal del sustrato, mostrando la translocacién secuencial
del sustrato Un triangulo rojo marca la posicion del fragmento L25 (Leu49 en la numeracién AR/C99)
donde la escision € esta reportada experimentalmente (Gliner & Lichtenthaler, 2020).

El fragmento de NOTCH1 superd los criterios en dos de tres trayectorias (67 %),
con una suma de distancias de 8,69 A, una distancia interaspartato de 5,25 A y una
separacion protén-carbonilo de 2,0 A en la trayectoria representativa (43,50 ns) (Figura
23). La segunda réplica muestre6 una distancia interaspartato ain mas compacta (4,15 A;
media de ambas, 4,7 + 0,8 A), numéricamente préoxima a la configuraciéon inactiva de
aproximadamente 4 A descrita en simulaciones de GaMD con agua explicita, donde tal
compactacion se interpretdé como insuficiente para acomodar una molécula de agua
catalitica entre los carboxilatos por Bhattarai y colaboradores (2020). Esta referencia no es
directamente aplicable en nuestro contexto; el modelo de membrana implicita de GS-SMD
no contiene agua explicita a ninguna distancia, de modo que la base fisica de aquel umbral
de exclusion estérica de una molécula de disolvente real no opera del mismo modo. De
hecho, empleando el mismo servidor, Orzet et al. (2023) reportaron que las distancias
cortas de 4 a 5 A entre el aspartato catalitico y el carbonilo del sustrato fueron los valores
mas frecuentemente muestreados en sus propias simulaciones, y las interpretaron como
compatibles con la catalisis mediada por agua. Se presenta, por tanto, la compactacién
interaspartato de NOTCH1 como una caracteristica destacable de los datos, y no como

evidencia de una configuracion inhibida.

Tabla 12. Trabajo/energia y distancias calculadas para simulaciones SMD del fragmento de
longitud de 33 residuos NOTCH1 dentro de GS.

Como en Tabla 11. Para cada simulacién, se informa el trabajo/energia para el marco con la
distancia sumada mas corta [A] desde el oxigeno carbonilo del residuo G24 (G1743) hasta los Cy
de D257 y D385.
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Shortest
Sim no Frame Time Work Gly24- Gly24- sum Asp257-
) [ns] [kJ/mol] Asp257 Asp385 of Asp385
distances
1 174 43.50 1139.5 5.50 3.19 8.69 5.25
2 173 43.25 895.2 5.70 7.03 12.73 4.15
Mean: 1017.3 5.6 5.1 10.7 4.7
SD: 172.7 0.1 2.7 29 0.8
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Figura 23. Dinamica molecular dirigida (SMD) del fragmento NOTCH1 desplegandose dentro
del bolsillo catalitico GS.

(A) Igual que en la Figura 22.A. (B) Fotograma mas representativo (simulacion nimero 1, fotograma
= 174, 43,50 ns): suma de las distancias Cy-oxigeno carbonilo = 8,69 A; distancia interaspartato =
5.25 A; protén Asp385 a oxigeno carbonilo = 2.0 A. La separacion de 2.0 A entre el proton Asp385
y el oxigeno carbonilo corresponde a un enlace de hidrégeno, lo que indica una conformacién
geométricamente compatible con la protedlisis. PS1 esta coloreado en cian y el fragmento NOTCH1
en rosa. La posicion G24 corresponde a G1743 en la numeracion estandar de residuos (C) Mapa
de calor de la estructura secundaria del sustrato NOTCH1 que ilustra el colapso del segmento
helicoidal (residuos ~13-27) a ~25 ns y la formacién de un puente B aislado en L26 (L1745, P2') en
los fotogramas que rodean la conformacion productiva a 43.50 ns. (H - a-Hélice, G - Hélice 310, / -
Hélice -, E - Strand, B - Bridge, C - Coil, T — Turn). (D) Como en la Figura 22.D; el triangulo rojo
marca Gly24 del fragmento (Gly1743), la posicion de escision S3 reportada experimentalmente (Ran
etal., 2017).




Capitulo 2: Resultados y discusién 133

El resultado decisivo de esta comparacion proviene de los no sustratos. ANPRA
alcanzo los criterios de aceptacion en la totalidad de sus tres réplicas (100 %), superando
a ambos sustratos genuinos, mientras que el constructo artificial lo hizo en solo dos de
cinco (40 %). La implicacion es directa y constituye uno de los hallazgos centrales de este
capitulo: la proximidad de la diada catalitica no discrimina, por si sola, sustratos de no
sustratos, y el acoplamiento al sitio activo bajo este protocolo no debe equipararse a
competencia de escision. Como se advirtié en 2.4.2, esta comparacion puede estar
condicionada a que todo fragmento comience la simulaciéon ya posicionado dentro del

bolsillo catalitico.

Tabla 13. Trabajo/energia y distancias calculados para las simulaciones SMD del fragmento
de 33 residuos de ANPRA dentro de GS.

Como en Tabla 11. Para cada simulacién, el trabajo/energia se calcula para el fotograma con la
menor suma de distancias [A] desde el oxigeno del carboxilo de S23 hasta los carbonos Cy de D257
y D385.

Shortest
Sim no Frame Time Work Ser23- Ser23- sum Asp257—-
’ [ns] [kd/mol] Asp257 Asp385 of Asp385
distances
1 185 46.25 969.2 2.93 7.87 10.80 8.82
2 164 41.00 976.8 8.41 5.34 13.75 8.23
3 198 49.50 1345.9 6.73 3.97 10.70 6.60
Mean: 1097.3 6.0 5.7 11.7 7.9

SD: 215.3 2.8 20 1.7 1.1




13 Evaluacion in silico de la interaccion de la enzima Gamma-secretasa humana
con sus sustratos, y su posible mecanismo de reconocimiento

A B

sim3 Catalytic Dyad Dynamics

PS1 Anboa
2257 ﬁ €6 ¢
. T o
-.',' ‘m " WAl \ “',. i~ “““.‘,.“. s "“v‘_\ an
\

Distunce (A)

¥' pass

Secondary srecTim

Datonee (A)

R
LT ml'lu.'.'

o el

"

i awimiy

. |
|

' B L@
[

Sy

D

sind Distance Oy D257 - O carbon

Figura 24. Resultados de la simulacion de dinamica molecular dirigida (SMD) para la
dindmica de desplegamiento del fragmento no sustrato ANPRA(NPR-A) en el bolsillo
catalitico de GS.

(A) Igual que en la Figura 22.A. (B) Fotograma mas representativo (simulaciéon nimero 3,
fotograma 198, 49,50 ns) suma de distancias Cy-carbonilo-oxigeno = 10,7 A; distancia entre
aspartatos = 6,6 A; proton Asp385 a oxigeno carbonilico = 2,1 A. La separacion de 2,1 A entre el
proton Asp385 y el oxigeno carbonilico corresponde a un enlace de hidrogeno. Esta geometria
satisface los mismos criterios de aceptacién aplicados a los sustratos APP y NOTCH1 (Figura 22-
23), a pesar de que esta construccion no es escindida (o es escindida con muy baja eficiencia) por
GS, como se discute mas adelante. PS1 esta coloreado en cian y el fragmento ANPRA en rosa. (C)
Mapa de calor de la estructura secundaria que ilustra el despliegue de ANPRA. La mejor disposicién
de la estructura secundaria se puede observar a los 49,50 ns, donde el no sustrato esta desplegado.
No se forma ningun puente B alrededor del residuo S23 (H - a-Hélice, G - Hélice 310, I - Hélice -,
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E - Strand, B - Bridge, C - Coil, T — Turn). (D) Igual que en la Figura 22. D. Un triangulo rojo sefala
la posicion S23 del fragmento donde la conformacion es geométricamente compatible con la
protedlisis.

Las medias de ANPRA fueron de 11,7 + 1,7 A (distancia sumada), 7,9 + 1,1 A
(interaspartato) (Figura 24) y 1097,3 + 215,3 kd/mol (trabajo), con una variabilidad entre
réplicas de aproximadamente el 20 % de la media, comparable a la de APP y NOTCH1
(17-34 %). El constructo artificial, en cambio, mostré una reproducibilidad interna
notablemente mayor: sus dos réplicas exitosas fueron practicamente indistinguibles en
trabajo acumulado (507,0 y 504,9 kJ/mol) y en distancia sumada (DE = 0,1 A,
aproximadamente 0,3 % de la media). Present6 ademas un patrén simétrico de
acoplamiento de la diada no observado en APP, con ambos aspartatos aproximandose
simultaneamente a Leu27 (Asp257: 4,96 y 4,58 A; Asp385: 3,33y 3,61 A), frente al patron
asimétrico de APP. Puesto que esta comparacién es intrasistema y no entre sustratos
distintos, no esta sujeta a la limitacion de comparabilidad sefialada en 2.4.2. La
combinacion de tasa de aceptacion baja, acoplamiento simétrico y varianza casi nula entre
los éxitos es consistente con una via mecanica Unica, estrecha y de baja heterogeneidad
disponible para este constructo, plausiblemente reflejo de la ausencia de diversidad de
cadenas laterales en una secuencia de poli-leucina, frente al rango mas amplio de

geometrias de acoplamiento accesible a secuencias con cadenas laterales heterogéneas.

Tabla 14. Trabajo/energia y distancias calculados para las simulaciones SMD del fragmento
del no sustrato artificial de 33 residuos dentro de GS.

Como en Tabla 11. Para cada simulacion, el trabajo/energia se calcula para el fotograma con la
menor suma de distancias [A] desde el oxigeno carboxilico del residuo L27 hasta los carbonos Cy
de los residuos D257 y D385.

Shortest
Sim no Frame Time Work Leu27- Leu27- sum Asp257-
) [ns] [kd/mol] Asp257 Asp385 of Asp385
distances
4 120 30.0 507.0 4.96 3.33 8.29 7.28
5 127 31.75 504.9 4.58 3.61 8.19 6.01

Mean: 505.9 4.8 3.5 8.2 6.6
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Figura 25. Resultados de la simulacion de dinamica molecular dirigida (SMD) para la
dinamica de despliegue del fragmento del no sustrato artificial en el bolsillo catalitico de GS.
(A) Igual que en la Figura 22.A. (B) Fotograma mas representativo (simulaciéon nimero 4,
fotograma 120, 30 ns) suma de distancias Cy-carbonilo-oxigeno = 8.3 A; distancia interaspartato
7.3 A; protén Asp385 a oxigeno carbonilico = 2.0 A. La separacion de 2.0 A entre el protén Asp385
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y el oxigeno carbonilico corresponde a un enlace de hidrogeno. Esta geometria satisface los mismos
criterios de aceptacion aplicados a los sustratos APP y NOTCH1 (Figura 22-23), a pesar de que
esta construccion no es escindida (o es escindida con muy baja eficiencia) por GS. PS1 esta
coloreado en cian y el fragmento artificial no sustrato en rosa. (C) A diferencia de APP, NOTCH1 y
ANPRA (Figura 22-24 C), el segmento a-helicoidal del no sustrato artificial no colapsa en ningun
momento durante la trayectoria de 50 ns, conservando un contenido helicoidal sustancial. La pérdida
de helicidad local comenzé a ~10 ns, fue suficiente para exponer L27 a la diada catalitica a los 30
ns (el marco productivo) y precedio a la formacion transitoria del puente 8 por otros ~10 ns (~40 ns).
. (H - a-Hélice, G - Hélice 310, I - Hélice m1-, E - Strand, B - Bridge, C - Coil, T — Turn). (D) Como en
la Figura 22.D. Un triangulo rojo sefiala la posicion L27 del fragmento donde la conformacion es
geomeétricamente compatible con la protedlisis.

La seleccion del residuo comprometido en los no sustratos requirid un paso
adicional (Figura 26). En ANPRA, los minimos globales de distancia correspondieron a los
ultimos residuos del fragmento (posiciones 30 a 33, regién yuxtamembranal carboxilica)
en fotogramas iniciales o muy tempranos (fotogramas 1, 16 y 106), lo que refleja la posicién
inicial del fragmento dentro del bolsillo y no un estado alcanzado por translocacién. Dado
que la escisién por GS ocurre en la regiéon transmembranal, se selecciono el primer residuo
con la distancia minima protén-carbonilo dentro del segmento TM, identificando Ser23.
Como control de este procedimiento de seleccién, se aplicd el mismo criterio a APP y
NOTCH1, en ambos casos, el residuo identificado coincidid con el sitio de escision validado
experimentalmente (Leu25 (Leu49) en APP y Gly24 (Gly1743) en NOTCH1) a distancias
compatibles con puente de hidrégeno (< 2,0 A) (Figura 27). Que un criterio puramente
geomeétrico y ciego a la anotacion recupere las posiciones de escisidon correctas en ambos

sustratos constituye una validacion interna relevante del procedimiento.
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Figura 26. Distancias minimas por residuo para los no sustratos analizados (no sustrato
artificial y ANPRA).

Distancia minima por residuo desde el proton del Asp385 hasta el oxigeno del carbonilo de la
cadena principal de cada residuo del no sustrato, representada a lo largo de la trayectoria simulada.
Para el no sustrato artificial, la distancia minima global en ambas réplicas validas se situé
directamente dentro del segmento transmembrana, a la altura de Leu27, por lo que no fue necesaria
una etapa de seleccion secundaria. En el caso de ANPRA, las distancias minimas globales en las
tres réplicas correspondieron a los residuos yuxtamembrana del extremo C-terminal en los
fotogramas iniciales de la simulacion (fotogramas 1, 16 y 106), lo que reflejaba la posicion de partida
del fragmento ya dentro de la cavidad catalitica, en lugar de un estado alcanzado mediante
translocacion; dado que el corte por y-secretasa se produce dentro del dominio transmembrana, se
seleccion6 especificamente el residuo que presentaba la distancia minima entre el proton de
Asp385 y el oxigeno del carbonilo dentro de dicho segmento, identificandose a Ser23 como el
residuo representativo.
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Figura 27. Distancias minimas por residuo para los sustratos analizados (APP y NOTCH1).

Distancia minima por residuo desde el proton del Asp385 hasta el oxigeno del carbonilo de la
cadena principal de cada residuo del sustrato, representada a lo largo de la trayectoria simulada.
(A-C) Para APP, la distancia minima global en todo el fragmento se observo en el residuo C-terminal
(posiciéon 33), lo que refleja su proximidad al punto de anclaje de traccion mas que un contacto
cataliticamente significativo; sin embargo, especificamente dentro de la regién transmembrana, la
Leu25 (Leu49) fue el primer residuo en el orden de encuentro a medida que el fragmento se
translocaba pasando la diada catalitica en alcanzar una distancia compatible con un enlace de
hidrogeno (2,0 A). (D-F) Se observo el mismo patrén para NOTCH1: la distancia entre el proton del
Asp385 y el oxigeno del carbonilo de la Cys23, que resultdé ser minima en el fotograma 183, fue de
2,8 A (superando el umbral geométrico de 2,5 A para enlaces de hidrégeno y, por tanto, no
considerandose como tal), mientras que la Gly24 fue el primer residuo transmembrana en alcanzar
una distancia cataliticamente compatible (2,0 A) respecto al protén del Asp385. Para ambos
sustratos, esta primera posicion transmembrana encontrada coincide con el sitio de escision
reportado experimentalmente.
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2.4.4 Coincidencia temporal como discriminante: el
desenrollamiento helicoidal y formacion de puentes beta

Ambos  sustratos convergieron en tres caracteristicas recurrentes:
desenrollamiento helicoidal previo al fotograma geométricamente productivo; una
geometria de diada compatible con la protedlisis en la posicion de escisién reportada
experimentalmente; y un contacto localizado de tipo puente, no regular, situado uno o dos
residuos aguas abajo de esa posicion. En APP, los residuos Val26 (P1') y Met27 (P2')
adoptaron transitoriamente una conformacion de tipo puente B en los fotogramas que
rodean la geometria productiva, mientras que Leu28, Lys29 y Lys30 adoptaron una
conformacion equivalente en un momento anterior y no coincidente (~30 ns) (Figura 22.
C). En NOTCH1 se observé colapso helicoidal a lo largo de los residuos ~13 a 27 antes
del fotograma productivo, y un contacto localizado de tipo puente en Leu26 (P2')

coincidente con él (Figura 23. C).

Ninguna de estas tres caracteristicas es, por si sola, exclusiva de un sustrato
escindible. El desenrollamiento helicoidal en torno al sitio de escisibn cuenta con
precedente estructural directo tanto para APP como para NOTCH1 (Yang et al., 2019;
Zhou et al., 2019), y la degradacion de la lamina B hibrida a un puente aislado bajo este
mismo régimen de simulacién ya habia sido reportada usando GS-SMD (Jakowiecki et al.,
2024). La comparacion con los no sustratos lo confirma de manera explicita. Mientras el
constructo artificial si forma un contacto tipo puente en Leu27, este se logra a ~40 ns de
simulacion, diez nanosegundos desfasado de su geometria productiva alcanzada a las 30
ns, ANPRA no forma ningun puente en las proximidades del residuo sugerido
geométricamente (Ser23) en ninguna de las tres replicas, pese a alcanzar geometria
productiva en todas ellas. Dado que esta ausencia ocurre a pesar de un acoplamiento
frecuente y geométricamente diverso a la diada, no puede atribuirse a falta de oportunidad,
la geometria préxima a la diada y la formacién de puente son mecanisticamente
separables bajo este protocolo. Adicionalmente, el constructo artificial no experimentd
colapso helicoidal global en ningin momento de sus trayectorias de 50 ns (Figura 25. C),
en contraste cualitativo claro con el desenrollamiento completo observado en APP,

NOTCH1 y también en ANPRA. La pérdida local de su conformacion helicoidal comenzé a
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~10 ns y fue suficiente para exponer Leu27 a la diada a los 30 ns, pero la hélice conservé

contenido helicoidal sustancial durante toda la trayectoria.

Este ultimo resultado es de naturaleza binaria y, por tanto, el menos dependiente
de los umbrales numéricos concretos adoptados en este trabajo. Ademas, conecta de
manera directa con el modelo de cooperacion entre segmentos de Werner et al. (2023)
discutido en 2.2 y con el enriquecimiento posicional de glicina en la mitad amino de la
region TM detectado por el modelo oculto de Markov sobre 167 sustratos (seccion 2.2.4.1):
un segmento transmembranal de poli-leucina, desprovisto de la bisagra rica en glicina que
confiere flexibilidad conformacional a esa region, no colapsa, y esa es precisamente la
prediccion que el modelo de Werner hace y que esta simulacion reproduce de manera
independiente. La convergencia entre una observacién de secuencia sobre 167 sustratos
y una observacién dinamica sobre un unico constructo artificial es una de las articulaciones

mas informativas del capitulo, y refuerza mutuamente ambas lineas de evidencia.

Lo que distinguié especificamente a los dos sustratos genuinos fue, por tanto, la
coincidencia temporal entre la formacién del contacto de tipo puente, en su registro
reciproco especifico, y una geometria de diada que satisface los criterios de compatibilidad
con la protedlisis. Esta coincidencia se produjo en la posicion comprometida tanto en APP
(Val26/Met27, 47,75 ns) como en NOTCH1 (Leu26, 43,50 ns), y no se observo en ninguno
de los dos no sustratos, pese a que cada uno de ellos cumplio individualmente los criterios

geométricos subyacentes.

En APP y NOTCHA1, un registro localizado y quimicamente especifico de la cadena
principal aguas abajo del enlace escindible coincide temporalmente con una geometria
catalitica compatible con la protedlisis, y esa coincidencia, junto con su quimica reciproca

especifica, no se observé en ninguno de los dos no sustratos analizados.
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2.4.5 Arquitectura quimica: contactos de la interfaz PS1-sustrato
en los fotogramas mas representativos

Las asighaciones de estructura secundaria a lo largo de las trayectorias fueron
generadas por el servidor GS-SMD con la nomenclatura estandar de ocho estados (Figura
22-25. C). Puesto que el algoritmo interno no se describe en detalle en la publicacién
original de Orzel y colaboradores (2023), la identidad de los pares de puente se confirmé
de manera independiente mediante criterios geométricos directos de puente de hidrégeno
(distancia donador-hidrogeno a aceptor < 2,5 A y angulo donador-hidrégeno-aceptor =
120°, con donadores restringidos a hidréogenos polares y exclusién de aceptores de
nitrégeno sin par libre disponible). Se intentd previamente el analisis DSSP estricto con el
criterio energético de Kabsch-Sander (E < -0,5 kcal/mol) (Kabsch & Sander, 1983). Este
criterio no reprodujo de manera consistente, en el fotograma unico extraido, la asignacién
de puentes determinada para toda la trayectoria; esto probablemente refleje su sensibilidad
a pequefas desviaciones instantaneas en la geometria del esqueleto, las cuales suelen
observarse en fotogramas individuales de DM, pero que se compensan al promediar los
datos de la trayectoria completa. Por consiguiente, verificamos la identidad de los pares de
los puentes mediante criterios geométricos directos para los enlaces de hidrégeno
(distancia donador-hidrogeno a aceptor < 2,5 A, angulo donador-hidrégeno-aceptor = 120°,
considerando unicamente donadores de hidrogeno polar y excluyendo aceptores de
nitrégeno con pares solitarios), aplicados a los residuos identificados como formadores de

puentes en la clasificacion realizada sobre la trayectoria completa (Figura 28).
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Figura 28. Mapa de contactos por puentes de hidrogeno entre la presenilina-1 y los
fragmentos analizados en la conformacidn preparada para la catalisis.
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En la primera columna (izquierda), cada celda indica todas las distancias H---A detectadas entre
ese par de residuos de la presenilina-1 (cadena B de la estructura) y residuos de los fragmentos (el
color corresponde a la mas corta; § indica mas de un puente simultdneo). (A) APP, (C) NOTCHT1,
(E) no sustrato artificial y (G) ANPRA (cadena E de la estructura) en el fotograma de simulacion
seleccionado. Los puentes de hidrégeno se asignaron utilizando un umbral de distancia H--*A < 2,5
A combinado con un angulo donador-hidrégeno-aceptor = 120°; los donadores se limitaron a
hidrégenos polares (unidos a N, O o S), y se excluyeron los aceptores de nitrégeno que carecian
de un par solitario disponible (N de la amida del esqueleto, N de la amida de la cadena lateral de
Asn/GIn, grupo guanidinio de Arg, grupo amonio de Lys, N del indol de Trp). La idoneidad de la
histidina como aceptor se determin6 para cada residuo segun su estado de protonacion en la
estructura. El color codifica la distancia (mapa de colores espectral); las celdas vacias indican que
no se detectd ningun puente de hidrogeno entre ese par de residuos bajo estos criterios. La segunda
columna (derecha) muestra (B, D, F, H) la naturaleza de la red de puentes de hidrégeno entre la
presenilina-1 y el fragmento, distinguiendo si estan mediados por el esqueleto o por las cadenas
laterales. Para cada par de residuos presenilina-1/fragmento mostrado en los mapas de calor de la
columna izquierda, las celdas se colorean segun la naturaleza quimica de los puentes de hidrogeno
formados: esqueleto-esqueleto (mc—mc; tanto el atomo donador como el aceptor pertenecen al
esqueleto peptidico), mixto (un atomo del esqueleto y otro de la cadena lateral) o cadena lateral-
cadena lateral (sc—sc; ambos atomos pertenecen a cadenas laterales). Cuando un par forma
puentes de distinta naturaleza quimica se indican todas las categorias (p. €j., 'mixed+sc-sc'); el color
de la celda corresponde a la mas asociada al esqueleto. El asterisco (*) marca reciprocidad; solo la
reciprocidad mc—mc se interpreta como firma de puente B. La lista completa de enlaces de
hidrogeno detectados en cada sistema se presenta en el Anexo B.

Bajo estos criterios, el fotograma representativo de APP confirmé puentes de
hidrogeno mediados por cadena principal en dos hebras de presenilina espacialmente
separadas: la horquilla B1 (GIn112-lle114), acoplada a través de Leu10 (Leu10:N-
H---GIn112:0, 2,13 A; lle114:N-H---Leu10:0, 1,95 A), y la horquilla B2 (Gly378-Lys380-
Gly382-Gly384), acoplada en dos posiciones reciprocas: Lys380—Met27 (2,12y 2,05 A) y
Gly378-Lys29 (2,47 y 2,12 A), junto con contactos unidireccionales en Gly382-Leu25 y
Gly384-lle23. Adicionalmente, una cadena lateral catidnica (Lys29:NZ) puented
simultaneamente el carbonilo de la cadena principal de Ala275 (2,10 A) y la carboxamida
de la cadena lateral de Asn279 (1,80 A) (Figura 28. A-B). Mientras que en NOTCH1, el
registro B1 equivalente se conservé a través de posiciones adyacentes en lugar de
idénticas (Ala12:N-H---GIn112:0, 2,14 A; lle114:N-H---Ala13:0, 1,96 A), y se confirmé un
Unico par reciproco en B2, en Lys380«<Leu26 (2,03 y 2,21 A). Asn279 fue acoplado de
manera bidentada por un Unico grupo guanidinio de Arg29, que doné simultdneamente al
carbonilo de su cadena principal (NH1:--O, 2,46 A) y al oxigeno de su carboxamida lateral
(NH2---0OD1, 2,02 A), quimicamente analogo, aunque no idéntico, al anclaje de APP
(Figura 28. C-D).
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Ninguno de los dos no sustratos reprodujo esta combinacion. En el constructo
artificial se confirmaron contactos de cadena principal en Gly111-Pro6, lle114-Leu9 vy
Gly384-Leu26, pero GIn112 no formo puente de hidrogeno alguno en ese fotograma y no
se detectd apareamiento reciproco en ninguna posicion del segmento B2 (374-385); el
acoplamiento se sustentd en contactos no reciprocos mediados por cadenas laterales
desde argininas carboxilo-terminales (Arg31-33) hacia Val261, Pro267, GIn276, Glu277 y
Ala431, asi como un contacto en sentido inverso desde Arg377 de PS1 hacia el carbonilo
de Arg33 (Figura 28. E-F). Uno de estos contactos, Arg31:NH2:--Val261:0, presenté una
distancia H---A de 1,58 A, sensiblemente menor que el resto de los contactos detectados
en los cuatro sistemas. Este valor se reporta de manera descriptiva; el protocolo empleado
no permite discriminar entre una interaccion genuinamente corta y un artefacto geométrico
de la traccién generada por la SMD. En ANPRA, GIn112 formé puente de hidrégeno
exclusivamente a través de su carboxamida de cadena lateral (Leu8:N-H---GIn112:0E1,
1,79 A) en lugar de su carbonilo de cadena principal, lle114 no establecié contacto alguno,
y el unico par mc-mc confirmado en la horquilla 378-385 fue un contacto aislado y no
reciproco Gly384-Val22 (1,78 A), con Lys380 acoplado Unicamente mediante un contacto
no reciproco de cadena lateral desde Arg28. No obstante, ANPRA presentd un unico par
reciproco de naturaleza mixta en Tyr154—Tyr27 (1,91 y 2,38 A). Conforme al criterio
metodolégico adoptado, la reciprocidad que involucra atomos de cadena lateral se reporta

pero no se interpreta como firma de puente 8 (Figura 28. G-H).

Tres controles refuerzan esta interpretacion. Primero, el numero de residuos de
PS1 que participan en el fotograma mas representativo no discriminé entre grupos (APP:
13; NOTCH1: 14; ANPRA: 18; constructo artificial: 13). Segundo, el modo de acoplamiento
de GIn112 se comporté de forma opuesta entre grupos a lo largo de las trayectorias
completas. En ambos sustratos, GIn112 se acoplé predominantemente a través de su
cadena principal (APP: GIn112:N---lle7:0, 74,0 %, y Leu10:N---GIn112:0, 66,0 %;
NOTCH1: GIn112:N---Val10:0, 61,0 %, y Ala12:N---GIn112:0, 57,5 %), mientras que su
carboxamida lateral permanecié esencialmente inactiva (2,0 % en APP; <3,5 % en
NOTCH1). En ambos no sustratos el patréon se invierte: el acoplamiento ocurre
predominantemente a través de la cadena lateral (ANPRA: GIn112:NE2---Val11:0, 47,0
%, y Leu8:N---GIn112:0E1, 18,0 %, frente a 12,5 % por cadena principal; constructo
artificial:  GIn112:NE2---Leu10:0, 41,0 %; Leul13:N---GIn112:0E1, 29,0 %;
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GIn112:NE2---Leu8:0, 28,5 %, frente a 0,5 % por cadena principal). Es decir, los no
sustratos no pierden el contacto con GIn112, sino que lo establecen por una quimica
distinta. Esta inversion se sostiene sobre 200 fotogramas por sistema y no sobre un Unico
fotograma, es de gran magnitud, y ocurre en la misma direccion en los dos no sustratos
pese a que difieren por completo en secuencia. lle114, en cambio, no discrimind: su
contacto principal con el fragmento mostré ocupaciones comparables en los cuatro
sistemas (APP 53,0 %; constructo artificial 41,0 %; ANPRA 19,5 %; NOTCH1 19,0 %).
Tercero, dentro de la horquilla B2 (residuos 374—386 de PS1) se detectaron enlaces de
hidrégeno cadena principal-cadena principal en ambas direcciones entre el mismo par de
residuos en los dos sustratos (APP: 5 pares; NOTCH1: 4 pares) y en ninguno de los dos
no sustratos a lo largo de sus 200 fotogramas. Esta observacion requiere dos precisiones.
Primera, es especifica de region y no global: ANPRA si formé pares bidireccionales de
cadena principal con Ala431, en TM9, fuera de la horquilla 2. Segunda, el analisis de
ocupacion esta dispuesto por par de atomos, de modo que la deteccion de ambas
direcciones no implica que coexistan en el mismo fotograma; la simultaneidad, que es la
condicién que define un puente B y que si se verificd en los fotogramas representativos,
no se evaluo fotograma a fotograma a lo largo de la trayectoria; esta verificacion se plantea
como perspectiva (Seccion 3.2). La ocupacion de las direcciones individuales fue
heterogénea (NOTCH1: hasta 20,5 % en Lys380—Arg31 y 15,5 % en Lys380—Leu26;
APP: maximo 6,0 % en Lys380—Met27), por lo que esta evidencia es mas sélida en
NOTCH1 que en APP. En conjunto, la inversion del modo de acoplamiento en GIn112 en
la horquilla 1, y la presencia exclusiva en sustratos de enlaces bidireccionales de cadena
principal en la horquilla 2 describen una misma propiedad: en los sustratos, la interfaz
con PS1 se establece a través del esqueleto peptidico, que es la Unica quimica capaz de
generar el registro de lamina B hibrida descrito en las estructuras de crio-EM (Guo et al.,
2024; Zhou et al., 2019); en los no sustratos, el mismo espacio de contacto se ocupa
mediante cadenas laterales, quimicamente satisfactorias pero incapaces de generar dicho

registro.

El agrupamiento de residuos basicos yuxtamembranales, presente por diseno en
los cuatro sistemas (APP: Lys29, Lys31; NOTCH1: Arg29, Lys30, Arg31; ANPRA: Arg28,

Lys29; artificial: Arg29, Arg31-33), no puede por si mismo explicar el comportamiento
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selectivo. En el fotograma representativo, un residuo cationico en la posicion 29 establecio
un contacto de dos puntos en la regién Ala275-Asn279 en ambos sustratos, aunque con
arquitectura distinta. En APP, el grupo amonio de Lys29 (NZ) dond simultaneamente al
carbonilo de la cadena principal de Ala275 (2,10 A) y al oxigeno de la carboxamida lateral
de Asn279 (1,80 A), es decir, un anclaje bidentado entre residuos. En NOTCHA1, el
guanidinio de Arg29 doné a los dos grupos aceptores de Asn279 (NH1---O de cadena
principal, 2,46 A; NH2---OD1 de cadena lateral, 2,02 A), es decir, un anclaje bidentado
intrarresiduo. ANPRA reprodujo Unicamente el contacto con Asn279:0D1 (1,98 A), sin un
segundo punto de anclaje emparejado, y el constructo artificial acoplé Asp385 en lugar de

Asn279 mediante un unico contacto cadena lateral-cadena lateral.

Esta observacion, sin embargo, no se sostiene como discriminante a lo largo de la
trayectoria completa. El contacto compartido con Asn279:0D1 presenté exactamente la
misma ocupacion en APP y en ANPRA (8,0 % en ambos), y el segundo punto de anclaje,
que es el que diferencia a los sustratos en el fotograma, resulté transitorio en ambos casos
(Lys29:NZ---Ala275:0 en APP, 5,5 %; Arg29:NH1---Asn279:0 en NOTCH1, 3,5 %, por
debajo del umbral del 5 % adoptado en este trabajo). En consecuencia, el anclaje
bidentado completo estuvo presente, como maximo, en el 5,5 % de los fotogramas en APP
yenel 3,5% en NOTCH1. A nivel de residuo se observa una tendencia, no una separacion
categorica: la ocupacion maxima de Asn279 con residuos basicos yuxtamembranales fue
de 21,0 % en NOTCH1 (Arg33), 11,0 % en APP (Lys31), 8,0 % en ANPRA y 1,5 % en el
constructo artificial. Este anclaje se reporta, por tanto, como una observacion de baja
ocupacién y no como una firma robusta de la condicion de sustrato. Un segundo punto de
anclaje, de comportamiento mas consistente que el anterior, se localizé en el bolsillo S3":
el carbonilo de la cadena principal de Phe283 aceptd un contacto desde el agrupamiento
béasico del JMD-C en ambos sustratos (Lys29:NZ en APP, 24,0 % de ocupacion; Arg32 en
NOTCH1 mediante dos nitrégenos del guanidinio, NH2 8,5 % y NH1 6,0 %, con al menos
uno presente en el 13,0 % de los fotogramas) y en ninguno de los dos no sustratos en
ningun fotograma de sus trayectorias (Figura 30). A diferencia del anclaje en Asn279, aqui
la separacidn entre grupos es categorica, y con ocupaciones que superan el umbral de
conservacion adoptado. Por ello, Phe283 constituye el candidato mas sélido de los dos en

el agrupamiento basico JMD-C.
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Esta observacién proporciona una elaboracion mecanistica directa del hallazgo de
secuencia de las secciones 2.2.2.4 y 2.3.2: la caracteristica discriminante no seria la simple
presencia de un residuo basico en el limite TM-JMD, que ambos no sustratos también
poseen, sino el modo quimico en que ese residuo se acopla. De los dos puntos de anclaje
examinados, solo el contacto con Phe283 separd categoricamente a los grupos a lo largo
de las trayectorias completas; el acoplamiento en dos puntos con la region Ala275-Asn279
se observo unicamente en los fotogramas representativos y no se sostuvo como
discriminante en el analisis de ocupacion. Asn279, junto con GIn276, Glu280 y Thr281, ha
sido implicada previamente en la creacion del microentorno hidrofilico requerido para el
posicionamiento y desenrollamiento del sustrato (X. Lu & Huang, 2022), y mutaciones en
esa vecindad, incluida E280A (Lopera etal., 1997), se han reportado como
desestabilizadoras de la interaccion enzima-sustrato con fenotipo de pérdida de funcién
(Szaruga etal., 2017). Dado que esta observacion reposa sobre fotogramas
representativos unicos de dos sustratos y dos no sustratos, se presenta como un candidato
a refinamiento de la hipétesis del reconocimiento por agrupamiento basico, que desplaza
el énfasis desde la presencia de carga hacia el modo quimico especifico de acoplamiento

(Yan et al., 2017), y no como confirmacion independiente de ella.
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Figura 29. Los 20 contactos conservados para cada trayectoria de SMD.

Los 20 enlaces de hidrégeno mas conservados entre la presenilina-1 y el fragmento, ordenados
segun su ocupacion, para (A) APP, (B) NOTCH1, (C) el sustrato artificial (no sustrato) y (D) ANPRA.
Las barras horizontales muestran el porcentaje de la trayectoria de 200 fotogramas en el que cada
uno de los 20 pares de residuos (presenilina-1 y fragmento) de mayor ocupacién formé un enlace
de hidrégeno, en orden descendente.

Lys380 figurd entre las posiciones mas persistentemente acopladas en los cuatro
sistemas (10,0 - 34,5 % de ocupacion) (Figura 29), consistentemente con el papel
mecanistico propuesto por Jakowiecki et al. (2024) y con su asignacion al canal de agua
intracelular y a los subbolsillos S2'/S3' propuestos por Bhattarai et al., (2020). Sin embargo,

los fragmentos de 33 residuos empleados aqui carecen de un carboxilato carboxilo-
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terminal libre genuino, puesto que el vector de traccién de GS-SMD se aplica directamente
sobre el atomo terminal del esqueleto como sustituto artificial del desenrollamiento
impulsado por el AICD que ocurre fisiolégicamente. Por tanto, el puente salino iénico que
Jakowiecki et al. describen entre Lys380 y un carboxilato libre no se reproduce
quimicamente en estas simulaciones. Que el mismo residuo sea, aun asi, identificado de
manera independiente y convergente como un centro persistentemente acoplado en tres
protocolos distintos (el presente trabajo, Jakowiecki et al. (2024) y Bhattarai et al. (2020))
respalda su centralidad funcional en esta regidon de la via de translocacién, con

independencia del modo quimico concreto muestreado en cada uno.

2.4.6 Repertorio de contactos transitorios y Tyr256 como
candidato a punto critico de interaccién

El analisis de ocupacién a lo largo de los 200 fotogramas a lo largo de la trayectoria
mostro que la mayoria de los pares de residuos PS1-susrtato se situa por debajo del umbral
del 5 % empleado para definir interacciones conservadas (112 de 188 pares en APP, 70
de 146 en NOTCH1, 83 de 155 en ANPRA y 52 de 125 en el constructo artificial), lo que
indica que una fraccién sustancial de los eventos de enlace de hidrogeno muestreados

durante el desenrollamiento es transitoria.
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Figura 30. Mapa de calor de contactos de baja ocupacién a lo largo de la trayectoria de las
simulaciones SMD de sustratos y no sustratos.

Contactos transitorios (baja ocupacion) de enlaces de hidrogeno entre la PS1 y los fragmentos
analizados (panel izquierdo). Se muestran pares de residuos con una ocupacion estrictamente
inferior al 5.0 % de los 200 fotogramas de simulacién, que representan enlaces de hidrégeno
detectados en la trayectoria pero que no se mantienen de forma persistente. Contactos conservados
(alta ocupacion) de enlaces de hidrégeno entre la PS1 y los fragmentos analizados (panel derecho)
(A,B) APP, (C,D) NOTCH1 (F,G) No sustrato artificial y (H,]) ANPRA. La escala de color se ha
reescalado al rango de valores de ocupacion; los limites de la escala se indican en la leyenda de la
figura y deben leerse en la barra de color en lugar de asumirse.

Al examinar si ese repertorio transitorio se concentra en posiciones especificas de
PS1 (Figura 30), Tyr256 emergi6 como un candidato a punto caliente de interaccion
(hotspot), este se acoplé a nueve residuos distintos del ligando a lo largo de las posiciones
21 a 31 en APP y a ocho en un tramo comparable en NOTCH1, combinando en cada caso
un anclaje moderadamente persistente (Val26, 13,5 %, en APP; Arg29, 10,5 %, en
NOTCH1) (Figura 30) con una cola amplia de compafieros de baja ocupacion. Este
comportamiento es consistente con el muestreo repetido de contactos locales alternativos
conforme el registro del sustrato se desplaza bajo carga, y no con una interaccién estatica
unica. Este patrén multiemparejamiento estuvo ausente en ambos no sustratos, cada uno
de los cuales mostré un unico contacto detectado con Tyr256. Debe sehalarse, no
obstante, que ese unico contacto en el constructo artificial (Arg31, 25,5 %) fue el de mayor
ocupacion de esta posicion en todo el conjunto de datos, superando a los anclajes
observados en ambos sustratos. El patron que distingue a los sustratos es, por tanto, la
diversidad de companieros y no la persistencia del contacto, lo que es compatible con una
interpretacion alternativa que estos datos no permiten descartar: un anclaje unico y estable

en el no sustrato frente al muestreo de registros alternativos en los sustratos.

Mutaciones en Tyr256 se han reportado como probablemente patogénicas y
asociadas a enfermedad de Alzheimer de inicio temprano (Miklossy et al., 2003), con
incremento de la produccion de AB42-43 atribuido a su proximidad al residuo catalitico
Asp257 (Trambauer et al., 2020). Simulaciones independientes han sugerido ademas que
la estabilidad conformacional local y el enrollamiento helicoidal en torno a Tyr256 son
necesarios para mantener la distancia espacial precisa de aproximadamente 7 a 8 A entre
los dos aspartatos cataliticos requerida para la activacién enzimatica (Do, Devkota, et al.,

2023). GIn112, por su parte, se situa en el bucle HL1 de PS1, critico para el
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posicionamiento de la regién amino-terminal del sustrato y descrito como una compuerta
estérica de la via de entrada (Hitzenberger etal., 2020), region que experimenta

transiciones conformacionales durante la activacion enzimatica (Bhattarai et al., 2020).

Estas observaciones sobre Tyr256 y GIn112 adquieren una relevancia adicional al
considerarse junto con el efecto de las mutaciones patogénicas de GS sobre el
procesamiento del sustrato. Cabe mencionar que, en mutaciones de GS, las interacciones
enzima-sustrato se ven comprometidas. Historicamente, se ha sugerido que estas
mutaciones debilitan la interaccion de GS con sus sustratos, generando que la enzima
libere fragmentos de AB de longitudes mas largas (Fukumori et al., 2020; Fukumori &
Steiner, 2016; Trambauer et al., 2020). Sin embargo, recientemente se ha sugerido que
las mutaciones podrian, por el contrario, aumentar la afinidad de la enzima por los sustratos
(Arafi et al., 2025; Devkota et al., 2024). Asi, la flexibilidad conformacional reducida del
sustrato en el sitio activo de GS generaria un procesamiento menos eficiente y la liberacién
prematura de péptidos de cadena mas larga. No obstante, esta hipétesis continua siendo

motivo de discusion, y se requiere mas evidencia para respaldarla (Wolfe, 2025).

Este hallazgo se reporta deliberadamente junto a un resultado negativo que acota
su alcance. Gly384, previamente identificada como persistentemente acoplada dentro del
subbolsillo S1'-S3' (Bhattarai et al., 2020; Jakowiecki et al., 2024), mostré6 un patrén
comparable de anclaje persistente mas halo transitorio en APP (cuatro compaferos con
ocupaciéon = 5 %, incluido GIn32 al 21,5 %, mas cinco contactos de baja ocupacién
distribuidos entre las posiciones 21 y 30), pero un repertorio aun mas amplio en ANPRA
(diez compafieros, siete con ocupacion = 5 %) y uno estrecho y enteramente persistente
en el constructo artificial (seis compafieros, todos = 5 %, sin componente transitorio). La
diversidad de contactos en Gly384 no sigue, por tanto, la condicién de sustrato, y parece
reflejar una capacidad general de esa posicidén para muestrear contactos alternativos con
independencia del desenlace de escision, probablemente relacionada con su ubicacién en
un bolsillo, y cercania al Asp385 protonado, ya implicado en la translocacién del sustrato

por simulaciones previas con moléculas de agua explicitas (Bhattarai et al., 2020).
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En conjunto, ambos resultados son compatibles con una interfaz de sitio activo que
combina un numero limitado de anclajes relativamente persistentes y especificos de
posiciéon (GIn112, Lys380) con un repertorio considerablemente mayor y mas heterogéneo
de contactos transitorios, dentro del cual ciertos patrones recurrentes, como el de Tyr256,
ofrecen regiones candidatas para la plasticidad asociada al sustrato, mientras que otros,

como el de Gly384, reflejan una propiedad general del entorno catalitico.

En este analisis la ocupacién describe con qué frecuencia se detectd
geométricamente un puente de hidrégeno bajo nuestro protocolo de SMD con traccién para
desdoblar los fragmentos analizados en el bolsillo catalitico, y no su contribucién
energética ni su importancia bioldgica. Tyr256, las posiciones GIn112 y de la horquilla 2
discutidas aqui son candidatos para investigacion futura, y no determinantes de
reconocimiento establecidos, y mucho menos dianas farmacoldgicas validadas, dadas la
aproximaciéon de membrana implicita, la comparacion limitada a dos sustratos y dos no
sustratos, y la ausencia de cualquier medida experimental independiente de la fuerza de

interaccion en este trabajo.

2.4.7 Integracion de resultados y limitaciones

La tasa de aceptacion no distingue por si sola entre sustratos y no sustratos de GS.
ANPRA (100 %) supera a APP (75 %)y a NOTCH1 (67 %), lo que indica directamente que
el acoplamiento al sitio activo no equivale a competencia de escisién. La formacion de un
contacto de tipo puente tampoco distingue por si sola: el no sustrato artificial forma uno,
mientras que ANPRA alcanza la geometria productiva en todas sus réplicas sin formar
ningun puente cerca del residuo comprometido. Lo que si distinguié especificamente a los
dos sustratos genuinos fue la coincidencia temporal entre la formacién del puente, en su
registro reciproco especifico, y una geometria de diada compatible con la protedlisis, junto
con la quimica particular de ese registro: ausentes en ambos no sustratos, que acoplaron
GIn112 predominantemente por su cadena lateral y la horquilla B2 Unicamente mediante

contactos no reciprocos.
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Esta conclusién converge con la alcanzada en 2.2.4 por una via completamente
distinta. Alli se establecié que ninguna subregion tomada de manera aislada, sea TM, JMD-
N o JMD-C, alcanzé significancia contra el proteoma humano, y que solo el modelo
construido sobre la combinacién de las tres generd un perfil discriminante, lo que sugeria
que la informacion relevante es de naturaleza compuesta. Aqui, ningun descriptor dinamico
aislado es discriminante, y la discriminaciéon emerge unicamente de la coincidencia de
varios de ellos. Dos aproximaciones metodolégicamente independientes, una de
secuencia sobre 167 sustratos y otra dinamica sobre cuatro sistemas, arrojan la misma

conclusion estructural: el determinante es combinatorio, no localizado.

Sin embargo, esta conclusion debe leerse a la luz de las limitaciones que acotan
su alcance. La mas importante es de naturaleza poblacional: el niumero reducido de
sistemas simulados, dos sustratos y dos no sustratos, no puede extenderse por si mismo
a los 167 sustratos ni a los 21 no sustratos analizados en las secciones 2.2 y 2.3.2, de
modo que toda conclusion de esta seccidon permanece circunscrita al conjunto Gold-
estandar. A esta limitacion poblacional se suma una limitacion de muestreo: el nimero de
réplicas por sistema (entre tres y cinco) es reducido, y las tasas de aceptacién reportadas
(75 %, 67 %, 100 % y 40 %) reposan sobre denominadores igualmente pequenos, por lo
que no admiten un tratamiento estadistico inferencial y deben leerse como descriptivas. El
analisis de la red de puentes de hidrégeno se realiz6é en dos niveles con alcance distinto.
Las identidades de los pares y la reciprocidad simultanea, condicion que define un puente
B, se determinaron sobre un unico fotograma representativo por sistema, y por tanto no
capturan la variabilidad conformacional entre réplicas. Las ocupaciones se calcularon
sobre los 200 fotogramas de una trayectoria por sistema, lo que aporta robustez temporal,
pero se encuentran reportadas por par de atomos, de modo que no informan sobre la
coexistencia de contactos en un mismo fotograma. Adicionalmente, los contactos
reportados en los fotogramas representativos son sensibles al criterio angular adoptado:
los pares reciprocos de cadena principal en 32 se conservan con un umbral de 135°, pero
no con el criterio estricto de 150° (149,7° en APP y 147,0° en NOTCH1), y el segundo

enlace del anclaje bidentado de NOTCH1 (2,46 A) se sitia préximo al umbral de distancia.
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Tres limitaciones adicionales son de naturaleza metodolégica mas que muestral.
Primero, las simulaciones se realizaron en un entorno de membrana implicita, sin agua ni
colesterol explicitos, lo que limita la transferibilidad directa de los umbrales geométricos
aqui empleados frente a los derivados de simulaciones con disolvente explicito. Segundo,
como se discutid en la seccién 2.4.2, la plantilla estructural compartida por los cuatro
sistemas y el posicionamiento inicial del fragmento ya dentro del bolsillo catalitico
condicionan la interpretacion de cualquier contacto observado desde los primeros
fotogramas de la simulacion. Tercero, el estado de la diada catalitica con Asp385
protonado por defecto en el servidor GS-SMD es una eleccion heredada y no una
conclusion propia de este trabajo, de modo que toda distancia o puente de hidrégeno que
dependa de esa asignacion debe leerse como condicionado a ella y no como evidencia

sobre el estado de protonacion de la enzima nativa.

Finalmente, el protocolo de SMD empleado no reproduce un conjunto en equilibrio:
el trabajo de traccién acumulado no equivale a una energia libre de unién, y los propios
desarrolladores del servidor GS-SMD desaconsejan comparar valores de salida absolutos
entre sustratos distintos. En consecuencia, los resultados de esta seccion se presentan
como descriptivos y generadores de hipétesis, y no como demostracion de un mecanismo
universal de reconocimiento de sustratos por GS. Lo que resta por establecer es si la
coincidencia temporal aqui descrita, y su firma quimica especifica, se generaliza a un

numero mayor de réplicas y a pares adicionales de sustrato y no sustrato.

A lo largo de este capitulo, cinco vias metodoldgicas independientes de analisis de
secuencia (composicién posicional, identificacion de motivos, modelo oculto de Markov,
perfil fisicoquimico posicional y descriptores agregados del fragmento) y tres lineas de
evidencia dinamica (geometria de la diada, coincidencia temporal de puentes de
hidrégeno, y colapso helicoidal diferencial) convergieron en una misma conclusion general:
el reconocimiento de sustratos por GS no depende de un determinante unico, localizado y
de facil identificacion, sino de la coincidencia de varias caracteristicas distribuidas a nivel

de secuencia, estructura y dinamica conformacional en la region TM-C/JMD-C. Esta
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convergencia, alcanzada por rutas metodolégicas independientes entre si y aplicadas a
poblaciones de tamafo muy distinto (167 sustratos para el andlisis de secuencia, cuatro
sistemas para la dinamica molecular dirigida), constituye el hallazgo central de este trabajo

de tesis.



Capitulo 3: Conclusiones,
recomendaciones y perspectivas

3.1 Conclusiones

El objetivo general de este trabajo fue evaluar in silico la interaccién de GS humana
con sus sustratos y su posible mecanismo de reconocimiento. Los resultados obtenidos
permiten responder parcialmente a la pregunta. No se identificd un Unico determinante que
explique el reconocimiento, pero si un conjunto convergente de caracteristicas distribuidas
en la secuencia, estructura y dinamica conformacional, concentradas de manera
consistente en la region TM-C/JMD-C. La hipétesis central del trabajo, que sefalaba que
los sustratos de GS comparten motivos de reconocimiento o caracteristicas fisicoquimicas
en sus regiones TM y JM, se sostiene, pero delimitada: no se detecté ni un motivo lineal
conservado universalmente ni una firma fisicoquimica unica y suficiente, sino un conjunto

de caracteristicas parcialmente compartidas.

El primer objetivo especifico se alcanzé al construir una base de datos actualizada
de sustratos de GS mediante la curacién de Sustratos_An, que reune 167 sustratos y 22
no sustratos validados experimentalmente, diecisiete y siete entradas mas,
respectivamente, que las compilaciones previas de referencia (Breimann et al., 2025;
Guner & Lichtenthaler, 2020) . Esta base de datos, documentada con sus criterios de
inclusion/exclusion (seccion 2.1.1), constituye un recurso reutilizable independientemente
de los analisis posteriores. Debe sefialarse, sin embargo, que esta ampliacion se logré en

parte incorporando 62 entradas no humanas (raton, rata, pollo), una decision que amplia
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el poder descriptivo de los analisis de secuencia a costa de la homogeneidad del sistema
enzima-sustrato subyacente, y que el desbalance entre sustratos y no sustratos (167 frente
a 22, de los cuales solo 21 son utilizables tras excluir el constructo artificial) sigue siendo
una limitacién del conjunto de datos disponible en la literatura, no una limitacion introducida

por este trabajo.

Tres andlisis de secuencia primaria metodoléogicamente independientes
(alineamiento, busqueda de motivos con MEME y modelado por HMM) convergieron en
identificar la transicion entre el extremo TM-C y el inicio del JMD-C como la regién de mayor
poder discriminante entre sustratos y no sustratos, caracterizada por un enriquecimiento
marcado en residuos basicos (Arg/Lys) inmediatamente después del limite de membrana.
Un motivo putativo lineal (ALYLYRRKRK) se identificé en esa misma region en algo mas
de la mitad de los sustratos (88/167, E = 2,6 x 107%), lo que descarta la existencia de un
motivo universal, pero confirma una tendencia composicional no producto del azar. El HMM
construido con las regiones TM-JMD aplicado como herramienta exploratoria
complementaria sugiri6 nueve candidatos nuevos a sustrato de GS no incluidos en
Sustratos_An. Cuatro de estos nueve reciben respaldo de al menos un método
computacional independiente (Breimann et al., 2025; Hou et al., 2023), con FCG2A como
el caso de mayor convergencia. Estos resultados responden parcialmente al tercer objetivo
especifico del trabajo en su componente de motivos de secuencia. Como solo el modelo
construido sobre la combinacion de regiones TM-JMD logré obtener resultados no
redundantes, ya en esta etapa del trabajo se anticipaba la conclusion alcanzada mas

adelante por dinamica.

El analisis fisicoquimico realizado sobre la totalidad del conjunto de datos (167
sustratos, 21 no sustratos), tradujo a variables continuas el hallazgo composicional
anterior: la hidrofobicidad media de todo el fragmento TM-JMD fue significativamente
menor en sustratos que en no sustratos (0,312 + 0,123 frente a 0,421 + 0,094; p < 0,0001),
a pesar de que el TMD no difiera entre grupos, el descenso hacia el extremo C-terminal es
mas profundo en el grupo de sustratos de GS. La carga neta, el punto isoeléctrico y el
indice de Boman del fragmento completo mostraron el mismo patrén (p < 0,0025 en los

tres casos), reforzando la misma conclusion composicional. Los resultados negativos
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resultan igualmente informativos: ni la hidrofobicidad global de la region TM, ni el momento
hidrofébico, que descarta especificamente un mecanismo de reconocimiento facial de tipo
anfipatico, ni mucho menos la conformacion tridimensional predicha de los fragmentos
distinguieron a los sustratos de los no sustratos. Asi, se acota el espacio de mecanismos
plausibles y son, junto con los resultados positivos, parte necesaria de la respuesta al

segundo objetivo especifico.

Las simulaciones de dinamica molecular dirigida, realizadas sobre cuatro sistemas
del conjunto Gold-estandar (APP y NOTCH1 como sustratos; no sustrato artificial y ANPRA
como no sustratos), mostraron que tampoco existe un unico descriptor discriminante para
la dinamica; ni la tasa de aceptacion geométrica de la diada catalitica (en la que ANPRA,
supero a ambos sustratos), nila mera formacion de un contacto de tipo puente 3 separaron
a los dos grupos. La discriminacion emergié de la coincidencia temporal entre la formacién
de un registro reciproco especifico del esqueleto peptidico y una geometria de diada
catalitica compatible con la protedlisis presente Unicamente en APP y NOTCH1,
acompanada de un acoplamiento de cadena principal con GIn112 y, en el fotograma
compatible con catalisis, con Lys380 de PS1, y de un contacto adicional en Phe283
presente Unicamente en los sustratos. De manera independiente, y binaria, el constructo
artificial de poli-leucina, desprovisto de la bisagra de glicina identificada parcialmente por
el HMM vy reportada en la literatura en la mitad amino de la region TM (Hemming et al.,
2008; Munter et al., 2007), fue el unico sistema que no experimenté colapso helicoidal en
los 50 ns de simulacién, conectando la observacion en la secuencia primaria sobre los 167
sustratos con una observacion dinamica de desenrollamiento independiente. Tyr256
emergio, adicionalmente, como un candidato a punto caliente de interaccion, con un patrén
de multiples contactos transitorios presente en los sustratos, aunque no con la mayor
ocupacion individual de esta posicién. No obstante, debe sefialarse que el Unico contacto
de Tyr256 detectado en el constructo artificial (Arg31, 25,5 %) fue el de mayor ocupacion
de esta posicion en todo el conjunto de datos, superando a los anclajes observados en
ambos sustratos. Por tanto, el patron que distingue a los sustratos es la diversidad de

companeros y no la persistencia del contacto.

El resultado mas solido de este trabajo proviene de la convergencia de los

hallazgos individuales. Dos aproximaciones metodolégicamente independientes (analisis



16 Evaluacion in silico de la interaccion de la enzima Gamma-secretasa humana
con sus sustratos, y su posible mecanismo de reconocimiento

de secuencia primaria sobre 167 sustratos y otra dinamica sobre cuatro sistemas) llegan,
por rutas independientes, a la misma conclusion estructural: el reconocimiento de sustratos
por GS es de naturaleza multifactorial y distribuida, y no reducible a un determinante unico
y localizado. Asi, como conclusion del presente trabajo de tesis, se propone un candidato
a mecanismo de reconocimiento anclado en la coincidencia entre un enriquecimiento
basico en el limite TM-C/JMD-C, un acoplamiento de cadena principal con GIn112 y, en el
fotograma compatible con catalisis, con Lys380 de PS1, y una flexibilidad conformacional

en la region TM-N.

Cabe aclarar que ninguna de las afirmaciones anteriores debe extrapolarse mas
alla de lo que su respectivo conjunto de datos permite sostener, y que estas afirmaciones
deben de someterse a validacidn experimental antes de considerarse un hecho. Los
resultados de secuencia y de perfil fisicoquimico se apoyan en 167 sustratos y 21 no
sustratos y constituyen la evidencia mas generalizable de este trabajo, aunque de
naturaleza descriptiva y correlacional, no inferencial en el sentido estadistico estricto para
los analisis posicionales del MSA. Los resultados estructurales y dinamicos, en cambio, se
restringen al conjunto Gold-estandar (16 sustratos, 11 no sustratos) y, en el caso de la
SMD, a un subconjunto de solo cuatro sistemas con entre tres y cinco réplicas cada uno;
estas cifras tampoco admiten un tratamiento inferencial y no pueden generalizarse a la
totalidad de Sustratos An. Los candidatos moleculares especificos identificados, como el
acoplamiento de cadena principal con GIn112 y Lys380 de PS1, y el anclaje a Phe283,
Tyr256 como punto caliente, y la bisagra de glicina, son hipotesis mecanisticas motivadas
estructuralmente y no determinantes de reconocimiento confirmados experimentalmente;
su respaldo proviene, en el mejor de los casos, de fotogramas representativos unicos por
sistema y de un protocolo de simulacién mecanicamente forzado a desdoblarse en una
membrana implicita, cuyo estado de protonacién de la diada catalitica es una eleccion
heredada del servidor. Los nueve candidatos a nuevo sustrato sugeridos por el HMM son,
de igual manera, predicciones computacionales que requieren validacién experimental

directa antes de poder considerarse sustratos de GS.
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3.2 Recomendaciones y perspectivas

La primer y mas directa perspectiva es la validacion experimental de los nueve
candidatos a sustrato sugeridos por el HMM (FCG2A, LIRB1, LIRB2, ELFN1, FCG2C,
FCG2B, PRIMA1, SYT8 y GPA33), mediante los mismos ensayos de referencia empleados
para validar el resto de Sustratos An: inhibicién farmacolégica con DAPT o knock-out
genético de GS, seguidos de deteccién del fragmento carboxilo-terminal acumulado. Sin
esta validacion, estos candidatos permanecen como hipotesis computacionales y no deben

incorporarse a futuras versiones de la base de datos como sustratos confirmados.

Seguidamente, los candidatos identificados en la interfaz PS1-sustrato constituyen
objetivos para mutagénesis dirigida. El candidato principal es GIn112, en el bucle HL1: la
inversion del modo de acoplamiento de cadena principal en sustratos a cadena lateral en
no sustratos es el hallazgo con mayor respaldo de esta seccion al derivar de las
trayectorias completas y no de fotogramas aislados. Una mutacion como Q112L, que
elimina la carboxamida lateral conservando el esqueleto, o Q112N, que acorta la cadena
lateral, permitiria contrastar si el acoplamiento por cadena lateral es funcionalmente
prescindible en sustratos de GS. El segundo candidato es Phe283, cuyo contacto con el
agrupamiento basico JMD-C separ6 de manera categoérica a ambos grupos. Asn279 es un
candidato de menor prioridad: su contacto de cadena lateral presento idéntica ocupacion
en APP y en ANPRA (8,0 %), y solo el segundo punto de anclaje, transitorio en ambos
sustratos, diferencié a los grupos en los fotogramas representativos. Su inclusién se
justifica principalmente por el contexto previo, dado que Asn279 forma parte, junto con
GIn276, Glu280 y Thr281, del microentorno hidrofilico requerido para el posicionamiento y
desenrollamiento del sustrato (X. Lu & Huang, 2022), y por la relevancia clinica de la
vecindad, incluida la mutacién paisa E280A (Lopera et al., 1997; Szaruga et al., 2017). En
todos los casos, el desenlace a medir es si la mutacion altera selectivamente la eficiencia
de escision de sustratos frente a la de no sustratos, y no la afinidad global de unién, que
este trabajo no estima. Adicionalmente, estudiar el efecto de estas mutaciones o de
farmacos dirigidos a estos puntos de interaccién podrian ofrecer nuevos targets que

mejoraran la especificidad de los GSM y disminuyeran sus fuertes efectos secundarios.
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La caracterizacion de la naturaleza quimica de los contactos y de su reciprocidad
se realizé sobre el fotograma representativo de cada sistema, mientras que el analisis de
la trayectoria completa se limito a estimar ocupaciones agregadas. Extender la clasificaciéon
quimica y la deteccion de reciprocidad a cada uno de los 200 fotogramas permitiria
contrastar una hipétesis que los datos actuales sugieren, pero no demuestran: que ciertos
contactos, como el apareamiento reciproco de cadena principal en Lys380, no son
simplemente poco frecuentes, sino que estan condicionados a que la diada catalitica
adopte una geometria compatible con la protedlisis. Operativamente, esto requiere
exportar los contactos por fotograma, cruzarlos con los criterios geométricos de
compatibilidad catalitica empleados en la seccion 2.4.2, y comparar la probabilidad de
reciprocidad en fotogramas compatibles frente a no compatibles. Dado que los fotogramas
consecutivos de una misma trayectoria estan autocorrelacionados, tal comparacién
deberia reportarse de forma descriptiva por réplica y no mediante contrastes de
significancia que asuman independencia entre observaciones. Este analisis cobraria
sentido pleno al disponerse de un mayor numero de sistemas y réplicas, y se plantea por

ello como continuacion de este trabajo.

En el enfoque computacional, ampliar el nimero de sistemas y de réplicas de las
simulaciones de SMD es indispensable para que las conclusiones dinamicas alcancen el
mismo nivel de generalizacién que ya tienen las de secuencia. Incorporar mas sustratos y
no sustratos del conjunto Gold-estandar permitiria determinar si la coincidencia temporal
entre puente 3 y geometria de diada, y la ausencia de colapso helicoidal en construcciones
sin bisagra de glicina, son patrones generalizables o particularidades de los cuatro
sistemas aqui analizados. De igual manera, analizar la diferencia en la dinamica con

mutaciones en PS1 aportaria informacién mecanistica de interés adicional para la EA.

Por otra parte, superar las limitaciones metodoldgicas propias del protocolo de SMD
empleado como la membrana implicita, ausencia de agua y colesterol explicitos, un estado
de protonacion fijo de la diada catalitica, y un limitado tiempo de simulacién mediante
simulaciones con disolvente explicito o técnicas de muestreo mejorado permitiria, por un
lado, contrastar directamente los hallazgos de este trabajo con los de estudios que

emplean esas aproximaciones (Bhattarai et al., 2020, 2022; Zhang et al., 2022), y por otro,
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aportar evidencia adicional a la discusion de cual aspartato catalitico se protona

preferentemente en la enzima nativa.

El modelo de "regla molecular" (Qi-Takahara et al., 2005; Takami et al., 2009; Zhao
et al.,, 2005) y sus dos excepciones documentadas (IL-1R2 y TNR16, seccién 2.3.4)
sugieren que la relacion entre la transicion fisicoquimica TM-C/JMD-C y la posicion exacta
del sitio de escision inicial podria no ser universal. Ampliar el nUmero de sustratos con sitio
de escision reportado experimentalmente, actualmente una fraccion reducida de
Sustratos_An (23 de 167), permitiria evaluar con mayor potencia si estas excepciones
responden a un mecanismo alternativo identificable, como la presencia de triptéfano

yuxtamembranal, o si constituyen casos genuinamente atipicos.

Finalmente, el desbalance persistente entre el numero de sustratos y de no
sustratos validados experimentalmente (167 frente a 22) sigue siendo la limitacion mas
estructural. Cualquier esfuerzo futuro, propio o ajeno, dirigido a validar experimentalmente
nuevas proteinas de membrana como no sustrato de GS tendria un impacto directo sobre
la potencia estadistica de todos los analisis comparativos, y deberia considerarse una

prioridad para el campo tanto como la busqueda de nuevos sustratos.






A. Anexo: sets de datos;
Sustratos _an, No-sustratos,
Gold_standard y datos extendidos

Por favor remitirse al documento adjunto Anexo_A.xIxs. Este contiene las listas extendidas
con codigos de acesso y demas caracteristicas de los sustratos (hoja Sustratos_An), no
sustratos (hoja No-sustratos), la extensién de la Tabla 5 mostrando datos adicionales de
ocupacion y entropia para los alineamientos hechos con MAFFT y recortados por trimAl
(hoja Trimal), vy los datos crudos reportados por el reply log de UCSF Chimera con
MatchMaker sobre la estructura secundaria de los sustratos y no sustratos Gold-estandar
(hoja MatchMaker).






B. Anexo: Conjunto de tablas y
figuras suplementarias

APP Fragment
sim? Catnlytic Dyad Dynamice sim2 Catalytic Dyoad Dynamics
sim3 Catulytic Dyad Dynamics nimé Catatytic Oyad Dynamics

Figura suplementaria 1. Dinamica interdiadica de la APP en todas las réplicas simuladas.

Distancia entre los atomos Cy de los residuos de aspartato cataliticos Asp257 y Asp385 (parte
superior) y distancias desde los atomos Cy de ambos aspartatos hasta el oxigeno del carbonilo de
la cadena principal del residuo que minimiza cada distancia en ese instante (parte inferior),
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representadas a lo largo de la trayectoria completa de 50 ns para cada una de las cuatro réplicas
de simulacion de la APP. La trayectoria representativa mostrada en el texto principal (Figura 22. A)
corresponde a la simulacién 2.

NOTCH1 Fragment
A B

wim1 Catalytic Dyad Dynsmics sim2 Catalytic Dyad Dynsmsics

wim3 Catalytic Dyad Dynamics

Figura suplementaria 2. Dinamica interdiada de NOTCH1 en todas las réplicas simuladas.

Al igual que en la Figura suplementaria 1, se presentan los datos para cada una de las tres réplicas
de simulacion de NOTCH1. La trayectoria representativa mostrada en el texto principal (Figura 23.A)
corresponde a la simulacion 1.
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ANPRA non-substrate Fragment
A B

ssmi Catalytic Dyoad Dynamics sim2 Catalytic Oyad Dynamics

sam3 Catalytic Dynd Dynamics

Figura suplementaria 3. Dinamica interdiada de ANPRA (sin sustrato) en todas las réplicas
simuladas.

Al igual que en la Figura suplementaria 1, esto se aplica a cada una de las tres simulaciones de
réplica de ANPRA. La trayectoria representativa mostrada en el texto principal (Figura 24)

corresponde a la simulacion 3.
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Artificial non-substrate Fragment

st Catalytc Dyad Dynamics wm2 Catalysc Dyad Dynames
"
I\
1
|
\
siend Catalytie Dyad Dynamics simé Catalytie Dyad Dynamics
|
|
1
T

sim§ Caralyte Dyad Dynamics

Figura suplementaria 4. Dinamica artificial entre diadas (no sustrato) en todas las réplicas
simuladas.
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Al igual que en la Figura suplementaria 1, para cada una de las cinco simulaciones de réplica con
construcciones artificiales. La trayectoria representativa mostrada en el texto principal (Figura 25)
corresponde a la simulacion 4.

APP Fragment secondary structure heatmaps

Secondary structure Secondary structure

hl [ ] l'llqrﬁ wlwm Wiy

.WW . -;;'u""'.[.'"-’

Figura suplementaria 5. Estructura secundaria de APP a lo largo de todas las réplicas
simuladas.

Clasificacion de la estructura secundaria por residuo (H, G, I, E, B, T, S, C; nomenclatura estandar
de ocho estados) en funcion del tiempo de simulacién para cada una de las cuatro réplicas de
simulacion de APP. La trayectoria representativa mostrada en el texto principal (Figura 22.C)
corresponde a la simulacién 2.
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NOTCH1 Fragment secondary structure heatmaps
A B

Secondary structure Secondary structure

——

LAk Al

Figura suplementaria 6. Estructura secundaria de NOTCH1 a lo largo de todas las
réplicas simuladas.

Al igual que en la Figura suplementaria 5, se muestra la informacion para cada una de las
tres réplicas de simulacion de NOTCHA1. La trayectoria representativa mostrada en el texto
principal (Figura 23. C) corresponde a la simulacion 1.
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ANPRA non-substrate secondary structure heatmaps
A Simulation 1 B Simulation 2

Secondary structure Secondary structure
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Figura suplementaria 7. Cronologia de la estructura secundaria de ANPRA en todas las
réplicas simuladas.

Al igual que en la Figura suplementaria 5, para cada una de las tres simulaciones de réplica de
ANPRA. La trayectoria representativa mostrada en el texto principal (Figura 24. C) corresponde a
la simulacién.
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Artificial non-substrate secondary structure heatmaps
A Simulation 1 B Simulation 2
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Figura suplementaria 8. Cronologia de la estructura secundaria artificial no relacionada con
el sustrato a lo largo de todas las réplicas simuladas.
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Aligual que en la Figura suplementaria 5, esto se presenta para cada una de las cinco simulaciones
de réplica de construcciones artificiales. La trayectoria representativa mostrada en el texto principal
(Figura 25. C) corresponde a la simulacion 4.
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Figura suplementaria 9. Distribuciones de trabajo, fuerza y distancia para todas las
simulaciones de APP.

Graficos de violin que resumen, a partir de las cuatro réplicas de simulacion de APP, las
distribuciones de: (i) trabajo de traccion acumulado (kJ/mol), (ii) fuerza de traccién aplicada vy (iii)
descriptores de distancia geométrica utilizados para la seleccién de fotogramas (suma de las
distancias entre el Cy y el oxigeno del carbonilo, y distancia Cy—Cy entre residuos de aspartato),
muestreados a lo largo de cada trayectoria de 50 ns.
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Figura suplementaria 10. Distribuciones de trabajo, fuerza y distancia para todas las
simulaciones de NOTCH1.
Al igual que en la Figura suplementaria 9, para las tres réplicas de simulacion de NOTCH1.
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Figura suplementaria 11. Distribuciones de trabajo, fuerza y distancia para todas las
simulaciones ANPRA.

Al igual que en la Figura Figura suplementaria 9, para las tres simulaciones replicadas de ANPRA.
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Figura suplementaria 12. Distribuciones de trabajo, fuerza y distancia para todas las
simulaciones artificiales sin sustrato.

Al igual que en la Figura suplementaria 9, para las cinco simulaciones replicadas del no sustrato
artificial.

Tabla suplementaria 1. Lista de enlaces de hidrégeno para el fotograma con geometria
catalitica.

Enlaces de hidrégeno entre la presenilina-1 y los fragmentos analizados en la conformacion
preparada para la catalisis. Lista completa de pares de atomos donador-aceptor que cumplen las
condiciones H---A < 2,5 A y un angulo donador-hidrégeno-aceptor = 120° en el fotograma de
simulacion seleccionado, identificados segun se describe en la primera columna. Las columnas
indican, para cada enlace de hidrogeno: cadena del donador y del aceptor, identidad y nimero del
residuo, atomo pesado donador y atomo de hidrégeno especifico, atomo aceptor, distancia H---A
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(A), angulo donador-hidrégeno-aceptor (°) y clasificacion de los 4tomos donador y aceptor segin
pertenezcan a la cadena principal o a la cadena lateral.

Fragment

Donor Donor Acceptor .
Sime::;:tion residue heavy atom residue Aca(;i;::or Dls(tz;lce aagéﬁ) ?;:: ca?:ggry
frame (Chain) atom (Chain)
A(SE")B N H TR(PA?SS o 2.01 174.1 me-mc  me-mc
LYS4 (E) N H SER2 (E) O 2.45 153.5 mc-mc mc-mc
LYS4(E) Nz  HzZ2 AS(%QO oD1 2.25 153.3 sc-sc sc-sc
ALA6 E) N H AS(';1)1 0 0 1.96 1615  mc-mc  me-mc
GLY9 GLN112
N H 0 243 131.1 mc-mc mc-mc
(E) (B)
LEU10 GLN112
N H (e} 2.13 165.1 mc-mc mc-mc
(E) S(B)
MET11 ASN243 .
N H OoD1 1.82 154.1 mc-sc mixed
VALI2 LeOto
N H 0 2.08 143.1 mc-mc mc-mc
(E) (E)
GLY13 ILE114
N H O 2.15 130.8 mc-mc mc-mc
G(E) (B)
LY14 VAL12
N H 0 2.05 138.3 mc-mc mc-mc
VALIG oLva
N H 0 2.44 147.8 mc-mc mc-mc
(E) (E)
ILE17 VAL15
N H (e} 1.79 142.7 mc-mc mc-mc
(E) (E)
TTER)19 N H  ILE17 (E) o) 2.26 135.1 me-mc  me-mc
TF('ER)24 0G1 HG1 AS(PBZ)57 0oD2 2.24 149.1 sc-sC sc-sC
LEU25 ASH385 .
APP (E) N H B) OD1 2.21 174.6 mc-sc mixed
fragment, VAL26 TYR154 .
Simulation (E) N H (B) OH 1.93 159.9 mc-sc mixed
#2, frame MET27 LYS380
190 E) N H ) (6] 2.12 173.2 mc-mc mc-mc
L\Eg)zg N H G"(\Sm o 247 160.9 me-mc  me-mc
L\Eg)zg NZ  HZ1 AS("E‘SW OD1 18 162.9 SC-SC SC-SC
L\Eg)zg NZ  HZ3 A"(AB2)75 o 21 143.9 sc-mc  mixed
LYS31 Nz  Hz1 PRO374 o 2.18 156.4 sc-mc  mixed
(E) (B)
TR(Z?% N H  GLY1(E) 0 219 1673  me-mc  me-mc
As(i?55 N H  ASN3(E) 0 2.22 1363  me-mc  me-mc
AR(%W NH1  HH12  LYS4 (E) 0 2.43 130.1 sc-mc  mixed
AR(%E NH2  HH22 LYS4 (E) 0 1.89 152.8 sc-mc  mixed
GL('\E';)Q N H  ILE7 (E) 0 1.75 1620  me-mc  me-me
G"(%“ N H  GLY9(E) 0 1.96 141.1 me-mc  me-me
ILE114 LEU10
N H 0 1.95 152.5 mc-mc mc-mc
(B) (E)
GL(\E(;;’&‘ N H  ILE23 E) 0 2.1 1354  me-mc  me-mc
GLY382 LEU25
N H (6] 2.33 1271 mc-mc mc-mc
(B) (E)
ASH385  5hy  ppp  LEU2S o 2.03 160.3 sc-mc  mixed

(B) (E)
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TY(T;)SA' OH HH V'?E)% (0] 1.97 140.3 sc-mc mixed
'-Y(?B:’;SO N H M'(EET)27 0 2.05 1497  me-mc  me-mc
GL(\SR N H L\Eg)zg 0 212 1732 me-mc  me-mc
ALA3 (E) N H PRO1 (E) (0] 1.91 135.7 mc-mc mc-mc
GLN4 N H TRP653 (0] 2.44 139.7 mc-mc mc-mc
(E) (A)
LEU5S N H PRO2 (E) (0] 1.97 164.6 mc-mc mc-mc
(E)
HSD6 N H PRO2 (E) (0] 2.02 1571 mc-mc mc-mc
(E)
PHE7 N H LEUS (E) (0] 2.09 143.0 mc-mc mc-mc
(E)
TYR9 N H PHE7 (E) (0] 217 131.3 mc-mc mc-mc
(E)
VAL10 N H ASP110 (0] 2.21 146.1 mc-mc mc-mc
(E) (B)
ALA12 N H GLN112 (0] 2.14 154.3 mc-mc mc-mc
(E) (B)
ALA13 N H GLN112 (0] 2.24 134.7 mc-mc mc-mc
(E) (B)
ALA14 N H ALA12 (0] 2.1 131.0 mc-mc mc-mc
(E) (E)
LEU17 N H ASN135 OD1 1.87 156.1 mc-sc mixed
(E) (B)
LEU18 N H VAL16 (0] 2.21 124.5 mc-mc mc-mc
(E) (E)
PHE20 N H LEU18 (0] 21 145.9 mc-mc mc-mc
NOTCH1 (E) (E)
fragment, GLY22 N H PHE20 (0] 1.91 138.8 mc-mc mc-mc
simulation (E) (E)
1, frame CYS23 N H VAL21 (0] 2.07 139.3 mc-mc mc-mc
174 (E) (E)
GLY24 N H GLY22 (0] 1.9 142.4 mc-mc mc-mc
(E) (E)
LEU26 N H LYS380 (0] 2.03 147.0 mc-mc mc-mc
(E) (B)
SER28 N H LEU425 (0] 2.21 168.6 mc-mc mc-mc
(E) (B)
SER28 oG HG ARG377 (0] 2.45 161.0 sc-mc mixed
(E) (B)
ARG29 NH1 HH12  ASN279 (0] 2.46 152.4 sc-mc mixed
(E) (B)
ARG29 NH2 HH22  ASN279 OD1 2.02 138.3 sc-sC sc-sc
(E) (B)
LYS30 NZ Hz1 SER28 0G 2.47 137.8 sc-sC sc-sc
(E) (E)
LYS30 NZ HZ3 ALA426 (0] 1.93 174.0 sc-mc mixed
(E) (B)
ARG31 NH1 HH12  GLN276 OE1 2.42 138.9 sc-sC sc-sc
(E) (B)
ARG31 NH2 HH22  GLN276 OE1 1.83 161.2 sc-sC sc-sc
(E) (B)
ARG32 NH2 HH22 LEU104 (0] 1.66 176.1 sc-mc mixed
(E) (C)
ARG33 NH1 HH12  ASP107 0oD2 1.74 152.8 sc-sC sc-sc
(E) (©)
TRP653 N H PRO1 (E) (0] 2.09 163.2 mc-mc mc-mc
(A)
ARG108 NH1 HH12  ALA3 (E) (0] 1.75 148.0 sc-mc mixed
(B)
ARG108 NH2 HH22  ALA3 (E) (0] 1.83 145.6 sc-mc mixed
(B)
ILE656 N H GLN4 (E) OE1 1.91 168.7 mc-sc mixed
(A)
LYS109 NZ HZ3 GLN4 (E) OE1 2.15 170.3 sc-sC sc-sC

(B)
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SER558 oG HG HSD6 (E) (0] 2.44 145.1 sc-mc mixed
(A)
GLN112 N H VAL10 O 2.08 135.0 mc-mc mc-mc
(B) (E)
ILE114 N H ALA13 O 1.96 151.5 mc-mc mc-mc
(B) (E)
ASN135 ND2 HD21 PHE15 O 2.22 151.5 sc-mc mixed
(B) (E)
GLY384 N H GLY22 O 2.05 146.3 mc-mc mc-mc
(B) (E)
ASH385 0oD2 HD2 GLY24 O 2.04 1441 sc-mc mixed
(B) (E)
LYS380 N H LEU26 (0] 2.21 167.0 mc-mc mc-mc
(B) (E)
LYS380 NZ HZz2 LEU27 O 1.72 158.1 sc-mc mixed
(B) (E)
PHE1 N H ILE656 O 2.31 151.0 mc-mc mc-mc
(E) (A)
ARG2 NH1 HH12  THR107 O 2.25 135.0 sc-mc mixed
(E) (B)
ARG2 NH2 HH22  THR107 O 1.84 146.8 sc-mc mixed
(E) (B)
LEU3 N H LYS654 O 1.9 159.7 mc-mc mc-mc
(E) (A)
LEU4 N H ARG2 (E) O 2.28 131.3 mc-mc mc-mc
(E)
TRP5 N H LEU3 (E) (0] 2.18 149.5 mc-mc mc-mc
(E)
TRP5 NE1 HE1 SER558 O 1.9 158.1 sc-mc mixed
(E) (A)
LEU7 N H TRP5 (E) O 2.0 145.9 mc-mc mc-mc
(E)
LEU9 N H ILE114 O 2.32 150.4 mc-mc mc-mc
(E) (B)
LEU10 N H LEUS8 (E) O 2.1 129.2 mc-mc mc-mc
(E)
LEU11 N H LEU9 (E) (0] 215 145.4 mc-mc mc-mc
(E)
LEU12 N H LEU10 O 1.97 150.1 mc-mc mc-mc
(E) (E)
e LEU14 N H LEU11 O 2.14 126.5 mc-mc mc-mc
Artificial E) (E)
non- LEU16 N H LEU12 o 2.28 158.2 me-mc  me-me
substrate (E) (E)
fragment,
; f LEU17 N H LEU13 O 2.05 173.1 mc-mc mc-mc
simulation (E) (E)
# 4, frame
LEU18 N H LEU14 O 2.09 157.0 mc-mc mc-mc
120 (E) (E)
LEU19 N H LEU16 0 2.47 123.0 mc-mc mc-mc
(E) (E)
LEU20 N H LEU17 O 2.2 143.1 mc-mc mc-mc
(E) (E)
LEU22 N H LEU19 O 2.46 164.8 mc-mc mc-mc
(E) (E)
LEU23 N H LEU20 0 2.28 158.7 mc-mc mc-mc
(E) (E)
LEU26 N H LEU23 O 2.14 159.7 mc-mc mc-mc
(E) (E)
ARG28 NH1 HH12 LEU24 O 1.8 149.6 sc-mc mixed
(E) (E)
ARG28 NH2 HH22 LEU25 O 2.01 135.2 sc-mc mixed
(E) (E)
ARG29 NH1 HH11 ASH385 OoD1 2.14 126.9 sc-sC sc-sC
(E) (B)
ARG29 NH1 HH12 LEU26 O 1.83 137.7 sc-mc mixed
(E) (E)
ARG29 NH2 HH22 LEU26 O 1.99 138.4 sc-mc mixed
(E) (E)
CYS30 N H TYR154 OH 2.12 164.5 mc-sc mixed

(E)

B)
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ARG31 NH1 HH12 VAL261 (0] 2.19 135.5 sc-mc mixed
(E) (B)
ARG31 NH2 HH21 ALA431 (0] 2.21 138.5 sc-mc mixed
(E) (B)
ARG31 NH2 HH22 VAL261 (0] 1.58 162.7 sc-mc mixed
(E) (B)
ARG32 NH1 HH12 PRO267 (0] 1.8 151.7 sc-mc mixed
(E) (B)
ARG33 NH2 HH21 GLN276 (0] 1.71 161.7 sc-mc mixed
(E) (B)
ARG33 NH2 HH22 GLU277 OE2 2.02 150.9 SC-SC sC-sC
(E) (B)
TRP653 NE1 HE1 PHE1 (E) (0] 1.88 140.7 sc-mc mixed
(A)
ILE656 N H PHE1 (E) (0] 2.2 137.0 mc-mc mc-mc
(A)
ARG108 NH2 HH22  LEUS3 (E) (0] 2.1 165.0 sc-mc mixed
(B)
GLY111 N H PROG6 (E) (0] 2.22 140.3 mc-mc mc-mc
(B)
GLY384 N H LEU26 (0] 1.9 148.1 mc-mc mc-mc
(B) (E)
ASH385 0oD2 HD2 LEU27 (0] 2.03 1354 sc-mc mixed
(B) (E)
ARG377 NH2 HH22 ARG33 (0] 1.84 143.5 sc-mc mixed
(B) (E)
HSD1 N H GLUS6 (E) OE2 2.47 134.0 mc-sc mixed
(E)
LEU2 N H GLUS (E) OE2 2.18 164.6 mc-sc mixed
(E)
SER3 oG HG ASP110 (0] 2.19 132.1 sc-mc mixed
(E) (B)
GLU6 N H LEU2 (E) (0] 1.85 155.2 mc-mc mc-mc
(E)
VALY (E) N H LEUS5 (E) (0] 2.08 132.7 mc-mc mc-mc
LEU8 N H GLN112 OE1 1.79 148.1 mc-sc mixed
(E) (B)
ALA9 (E) N H PRO244 (0] 1.94 169.8 mc-mc mc-mc
(A)
SER13 N H VAL11 (0] 2.05 130.3 mc-mc mc-mc
(E) (E)
SER13 oG HG GLU184 OE2 2.39 1221 SC-sC sc-sC
(E) (B)
SER15 N H TYR115 OH 2.33 165.1 mc-sc mixed
(E) (B)
ANPRA SER15 oG HG TYR115 OH 2.23 153.6 sc-sC sc-sC
o (E) (B)
substrate,
) . LEU16 N H TYR240 (0] 1.8 158.3 mc-mc mc-mc
simulation E) B)
#3,frame | Fijy7 N H SER15 o} 1.94 153.1 me-mc  me-me
198 (E) (E)
GLY18 N H LEU16 (0] 1.88 131.5 mc-mc mc-mc
(E) (E)
ILE19 N H LEU17 (0] 2.05 145.7 mc-mc mc-mc
(E) (E)
LEU20 N H GLY18 (0] 1.84 141.5 mc-mc mc-mc
(E) (E)
ILE21 N H ILE19 (E) (0] 2.05 147 .4 mc-mc mc-mc
(E)
VAL22 N H LEU20 (0] 2.25 139.3 mc-mc mc-mc
(E) (E)
SER23 N H MET146 (0] 2.08 164.2 mc-mc mc-mc
(E) (B)
SER23 oG HG ASP257 OD1 2.44 137.2 SC-sC SC-sC
(E) (B)
PHE24 N H SER23 0G 1.93 137.4 mc-sc mixed

(E) (E)
PHE25 N H SER23 (0] 1.9 144.6 mc-mc mc-mc
(E) (E)
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ILE26 N H TYR154 OH 2.45 126.4 mc-sc mixed
(E) (B)
TYR27 N H TYR154 OH 1.91 144.8 mc-sc mixed
A}g(ES)ZS NH2 HH21 LY(§3280 O 2.1 149.4 sc-mc mixed
L\g)zg NZ HZ3 AS(I\?%79 OoD1 1.98 139.2 SC-SC SC-SC
MI(EEF)?;O N H LE(lIJBZ)71 O 1.99 158.8 mc-mc mc-mc
GIEE)’M NE2 HE21 SE(F?%BQ O 2.14 166.7 sc-mc mixed
Glﬁ)?n NE2 HE22 MI(EI?I')30 O 2.41 145.2 sc-mc mixed
LE(E%SZ N H GL(IE%76 OE1 2.2 142.0 mc-sc mixed
TR(FI§2)89 NE1 HE1 HSE)B1)(E) O 2.13 140.4 sc-mc mixed
TR(Q(;53 NE1 HE1 HSD1 (E) (e} 2.1 135.8 sc-mc mixed
ILI(EAé)46 N H GLUG (E) (0] 2.07 160.9 mc-mc mc-mc
TYQ%S OH HH SER13 O 2.28 156.8 sc-mc mixed
GL(I\?3)‘84 N H V/g\EL)ZZ (6] 1.78 145.4 mc-mc mc-mc
AS(S%SS OoD2 HD2 SéER)ZS (e} 2.08 139.6 sc-mc mixed
TYQ:1)54 OH HH Tég)ﬂ (e} 2.38 136.6 sc-mc mixed
TH(|52)91 OG1 HG1 L\g)zg (e} 1.88 141.6 sc-mc mixed
ME('?%92 N H 665)31 OE1 2.03 132.0 mc-sc mixed
VAEIEZZ% N H GIEE;?A OE1 2.27 143.0 mc-sc mixed

Tabla suplementaria 2. Tabla de ocupacion por atomo en las trayectorias
(..._per_atom.csv).

Ocupacion de los enlaces de hidrégeno individuales entre la presenilina-1 y el fragmento a lo largo
de la trayectoria simulada, desglosada por atomo donador y aceptor especifico. Para cada par unico
de atomos donador-aceptor detectado al menos una vez en la trayectoria de 200 fotogramas, la
tabla indica el numero y el porcentaje de fotogramas en los que estuvo presente el enlace de
hidrégeno (ocupacion), junto con la media y la desviacion estandar de la distancia H---A (A) y el
angulo medio donador-hidrégeno-aceptor (°) en los fotogramas donde se detectd el enlace. Los
enlaces de hidrogeno se identificaron segun lo descrito en la seccién de Métodos (H---A < [2,5] A,
angulo = [120]°; los donadores se limitaron a hidrégenos polares unidos a N, O 0 S y se excluyeron
los aceptores de nitrégeno sin par solitario disponible (N de la amida del esqueleto, N de la amida
de la cadena lateral de Asn/GlIn, grupo guanidinio de Arg, grupo amonio de Lys, N del indol de Trp)).
La idoneidad de la histidina como aceptor se determind para cada residuo a partir de su estado de
protonacion en la estructura). (P2 + P3 = ambos fragmentos de la subunidad GS de la PS1 tras la
autoprotedlisis; P6 = fragmento analizado, ya sea sustrato o no sustrato).

Por  favor consulte los archivos suplementarios (Tabla-S2_per-atom-
occupancy_P2+P3_P6_all.csv) disponibles en los adjuntos.
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Tabla suplementaria 3. Tabla de ocupacién por residuo (S13_per-residue-occupancy_P2+P3
_P6.csv).

Ocupacion de los enlaces de hidrégeno entre la presenilina-1 y el fragmento a lo largo de la
trayectoria simulada, agregada por par de residuos. Para cada par de residuos presenilina-1—
fragmento, la tabla indica el nimero y el porcentaje de fotogramas (de un total de 200) en los que
se detectd al menos un enlace de hidrégeno valido entre ambos residuos, independientemente de
la direccion donante/aceptor o del par de atomos especifico. Esta tabla constituye los datos de
origen de los mapas de calor de ocupacion de la Figura 10. (P2 + P3 = ambos fragmentos de la
subunidad GS de la PS1 tras la autoprotedlisis; P6 = fragmento analizado, ya sea sustrato o no
sustrato).

Por favor consulte los archivos suplementarios (Tabla-S3_per-residue-
occupancy_P2+P3_P6.csv disponibles en los adjuntos.

Tabla suplementaria 4. Cédigos en Python usados para el desarrollo de este trabajo de tesis.
Los archivos .py pueden encontrarse en los adjuntos del presente trabajo de tesis

Nombre de archivo Uso durante el presente trabajo

Pipeline generado para analisis fisicoquimico de
secuencias parciales.

Extraccion de distancias de geometrias compatibles

perfil_fisico-quimico.py

GS_distance_analysis_Eng.py con catalisis y generar grafica de dinamica de la diada
catalitica.
Plot_multi-smd_figures_v2.py genera diagramas de violin, fuerza y trabajo del anexo

Extraccién de contactos tipo puente de hidrégeno en el
frame mas representativo (Figura 28).
Plot_min_sum_per residue v4 Eng.py | Generar Figura 26 y Figura 27 del presente trabajo.
Calcula la ocupancia de puentes de hidrogeno entre la
hbond_occupancy_trajectory v3.py cadena E (ligando) y la cadena B (Presenilina-1) a lo
largo de una trayectoria completa.

HB_Eng_corrected_V3.py
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