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RESUMEN

El articulo presenta un estudio computacional sobre la estabilidad mecanica de las
proteinas SUMO 1y SUMO 2, utilizando el protocolo Pull and Wait (PNW) dentro del marco
de simulaciones de dinamica molecular. Estas proteinas, pertenecientes a la familia de
modificadores tipo ubiquitina, desempefian funciones clave en procesos celulares como la
transcripcion y la reparacion del ADN. Mediante simulaciones realizadas con la plataforma
CHARMM, se aplicé una fuerza a las proteinas para inducir su estiramiento y se analiz6 el
comportamiento estructural, particularmente el rompimiento de puentes de hidrogeno.
Los resultados muestran que SUMO 2 alcanza una mayor fuerza maxima (~620 pN) en
comparacion con SUMO 1 (~550 pN), aunque esta ultima requiere una mayor distancia para
alcanzar dicha fuerza, lo que sugiere una mayor resistencia al despliegue. Ademas, se
observo que los puentes de hidrégeno se rompen de manera escalonada y que el
proceso esta mediado por la presencia de moléculas de agua, que participan en la
reorganizacion estructural de las proteinas durante el estiramiento. El estudio concluye que
el protocolo Pull and Wait permite obtener resultados mas realistas en comparacion con
otros métodos computacionales, y que este enfoque proporciona informacion valiosa sobre
los mecanismos moleculares que determinan la estabilidad estructural de proteinas
relacionadas con SUMO vy la ubiquitina.
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Study of the Mechanical Stability of SUMO 1 and 2 Proteins Using
the Computational Technique “Pull and Wait”

ABSTRACT

This article presents a computational study on the mechanical stability of the SUMO 1 and
SUMO 2 proteins, using the Pull and Wait (PNW) protocol within the framework of molecular
dynamics simulations. These proteins, belonging to the ubiquitin-like modifier family, play
key roles in cellular processes such as transcription and DNA repair. Using simulations
performed with the CHARMM platform, a force was applied to the proteins to induce
stretching, and their structural behavior, particularly hydrogen bond breaking, was analyzed.
The results show that SUMO 2 reaches a higher maximum force (~620 pN) compared to
SUMO 1 (=550 pN), although the latter requires a greater distance to reach this force,
suggesting greater resistance to unfolding. Furthermore, it was observed that hydrogen
bonds break in a stepwise manner and that the process is mediated by the presence of water
molecules, which participate in the structural reorganization of the proteins during stretching.
The study concludes that the Pull and Wait protocol allows for more realistic results
compared to other computational methods, and that this approach provides valuable
information on the molecular mechanisms that determine the structural stability of SUMO-
related proteins and ubiquitin.

KEYWORDS: Proteins, Molecular dynamics, Computational methods, Pull and Wait
protocol.

Introduccion

La estabilidad mecanica de las proteinas es un factor critico para comprender su
funcionalidad y el rol que desempenan en estructuras moleculares complejas. En particular,
las proteinas SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier) 1 y 2 son esenciales en procesos
celulares como la regulacion de la transcripcion y la reparacién del ADN (Hay, 2005), (Hickey
et al., 2012).

Este proceso depende de las interacciones entre las cadenas de aminoacidos que
forman su estructura terciaria, las cuales se estabilizan mediante puentes de hidrogeno
(Hickey et al., 2012). Por ello, analizar la mecéanica de estas proteinas bajo estrés permite
dilucidar los mecanismos moleculares responsables de su comportamiento estructural y

funcional (Matunis et al., 1996).
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El desarrollo de técnicas computacionales como Steered Molecular Dynamics (SMD)
(Isralewitz et al., 2001) y el protocolo Pull and Wait (PNW) (Pabon & Amzel, 2006), ha
permitido emular condiciones experimentales para investigar estos fenbmenos a nivel
molecular, (Best & Hummer, 2009). El protocolo PNW, al emplear pasos de integracion mas
largos, facilita la simulacion de velocidades de estiramiento mas bajas y cercanas a las
condiciones experimentales, lo que lo convierte en una herramienta valiosa para estudiar la
dinamica de proteinas (Gao et al., 2003).

Este estudio utiliza el método PNW para investigar las propiedades mecanicas de las
proteinas SUMO 1 y 2, enfocandose en la ruptura de sus puentes de hidrégeno y el
despliegue estructural resultante. Se busca no solo comparar estas proteinas entre si, sino
también en relacion con otras moléculas de la familia de la ubiquitina (Pabon & Amzel, 2012),
aportando evidencia sobre la relacién entre la estructura y la fuerza mecanica requerida

para su desnaturalizacion (Carrion-Vazquez et al., 1999).

Figura 1: representacion tridimensional de las proteinas SUMO 1Y 2. a) Proteina
SUMO 1 con sus respectivos puentes de hidrogeno entre los plegamientos B1y B4 . b)
proteina SUMOQO 2 con sus cinco puentes de hidréogeno entre las 31 y Bs.

1. Metodologia
La dinamica molecular de estiramiento de las proteinas SUMO 1 y 2 se realizd
empleando el protocolo PNW. Este método utiliza pasos de integracién mas largos, lo que
permite simular velocidades de estiramiento mas bajas y equilibrar el sistema después de
cada paso. Las simulaciones se desarrollaron utilizando la plataforma CHARMM (Brooks et

al., 2009) y las proteinas fueron inmersas en cajas de agua tipo TIP3P (Gao et al., 2003).
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El carbono alfa del terminal N de la proteina se mantuvo fijo, mientras que el carbono
alfa del terminal C fue sometido a una fuerza externa simulada por un potencial elastico de

constante 3 kcal/mol-A? (Fig. 2).

LYS 48

Figura 2: representacion del protocolo PNW con la proteina UBQ. Para las dos
proteinas el carbono Alpha del terminal C se sujeto a un resorte cuyo extremo se extiende
una distancia de 4 A por paso de extension. La simulacion de SUMO 1 se desarrollé en
siete pasos, mientras que para SUMO 2 se desarrollé en seis pasos, estos permiten
determinan la extension de las proteinas al llegar al limite de las cajas de agua. Las
extensiones finales (distancia final del carbono Alpha estirado con relacion a su posicion
original) fueron de 28 A y 24 A respectivamente.

SUMO 1 y SUMO 2 se analizaron en términos de su resistencia mecanica,
identificando los picos de fuerza maxima y los puntos de ruptura de los puentes de
hidrogeno, acorde a la metodologia en estudios relacionados (Pabon & Amzel, 2012)
(Schlierf et al., 2004).

2. Resultados y Discusion

En el estiramiento de SUMO 1 se observé un pico maximo de fuerza entre 500 y 550
pN (Fig.3) a una distancia de 8 A. Para SUMO 2, el pico maximo fue de aproximadamente
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620 pN (Fig. 4) a una distancia de 7 A. Estos resultados sugieren que SUMO 2 posee una
estructura mas fuerte, aunque su resistencia al despliegue es menor debido a una menor

distancia requerida para alcanzar el pico de fuerza.
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Figura 3: Grafica de fuerza vs extension de la proteina SUMO 1 : Pico méaximo de
fuerza entre 500 y 550 pN a los 8 A de estiramiento
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Figura 4: Grafica de fuerza en funcion de la extension de la proteina SUMO 2. E/ pico
méximo fue de aproximadamente 620 pN a una distancia de 7 A
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Comparando con ubiquitina, cuyos picos de fuerza son mayores (~1450 pN a una
extension de 15 A), SUMO 1y 2 presentan una estabilidad mecanica inferior, acorde con su
funcidén bioldgica (Schlierf et al., 2004; Berkovich et al., 2012; Pabon & Amzel, 2012).

Los cinco puentes de hidrégeno en ambas proteinas se rompieron de manera
escalonada (Fig 5,6) durante el estiramiento, con un comportamiento influenciado por las
moléculas de agua circundantes que intervienen en la formacion de nuevos enlaces al
reemplazar a los donadores y aceptores de la cadena principal, mediando la formacion de

nuevos puentes de hidrogeno (Fig. 7).
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Figura 5: Rompimiento de los puentes de hidrogeno en Sumo 1 durante la
simulacién. Se observar que el rompimiento del primer puente de hidrégeno GLU 84
(CO)-LYS 23 (NH) se da a una distancia de ~5A durante los primeros 2000 ps de la
simulacion. El segundo puente de hidrogeno LYS 23(CO)-ASP 86 (NH) se rompe a los
6000 ps a una distancia de alrededor de 6A. El rompimiento de los puentes de hidrégeno
restantes se da aproximadamente a los 8A de distancia en un tiempo de 8000 ps de
simulacion
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Figura 6: Rompimiento de puentes de hidrogeno en SUMO 2. Los cinco puentes de
hidrégeno que se encuentran entre los plegamientos 1 y Bs se rompieron a una
extension de 5A en un tiempo de simulacién de ~7800ps

\

.

Fig. 7. Mecanismo mediado por moléculas de agua que persistente en el proceso de
rompimiento de los puentes de hidrogeno de las estructuras responsables de la estabilidad
de Ubiquitina. Sumo 1y Sumo 2.
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Conclusiones

El protocolo Pull and Wait permite estudiar la estabilidad mecanica de las proteinas
SUMO 1 y 2 con mayor realismo frente a métodos como SMD . Los resultados indican que
SUMO 2 es mas fuerte estructuralmente que SUMO 1, aunque esta ultima resiste mas al
despliegue debido a una mayor distancia al pico de fuerza. La metodologia aplicada
contribuye a dilucidar los mecanismos moleculares que subyacen en la estabilidad de estas
proteinas revelando, al igual que con otras proteinas de la misma familia, el papel de las
moléculas de agua en el proceso de rompimiento de los puentes de hidrogeno primeros
responsables de la estructura terciaria de las moléculas, proporcionando informacion valiosa

para su analisis estructural.
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