%1 Universidad
Al Zaragoza CIENCIAS

Grado en Quimica

Trabajo final de grado

Disefio computacional de glicomiméticos
dirigidos a glicosiltransferasas.

Ignacio Jesus Sanz Martinez.

Directores: Departamento de Quimica Orgdnica
Prof. Dr. Pedro Merino Grupo de Quimica Bioorganica
Prof. Dr. Tomas Tejero Zaragoza, septiembre 2018



Disefio computacional de glicomiméticos dirigidos a glicosiltransferasas.

Resumen:

Las Glicosiltransferasas son las enzimas que se encargan de trasferir azucares a diversos
receptores como proteinas, lipidos, nucledsido, etc.

Entre las glicosiltransferasas se encuentra la enzima O-GlcNAc transferasa (OGT), la cual como
su nombre indica, se encarga de la trasferencia concreta de la acetilglucosamina. Dicha enzima
se relaciona con multitud de trastornos y enfermedades en los seres vivos, incluidos humanos,
lo que hace que sea una potencial diana para el desarrollo de moléculas que puedan inhibir su
funcionamiento y asi convertirse en potenciales farmacos para dichos trastornos.

Varios inhibidores han sido planteados para esta enzima, sin embargo, todos ellos presentan
una elevada carga molecular que limita su capacidad de atravesar la membrana celular
(biodisponibilidad) lo que los inhabilita como farmacos.

A lo largo de este trabajo se procede al disefio y estudio computacional de numerosos
inhibidores dirigidos a la OGT, en todos ellos se busca una mayor biodisponibilidad ademas de,
por supuesto, un buen binding con la enzima. Todo esto con el objetivo de servir de base a
posteriores sintesis experimentales y posteriores estudios in vitro con la enzima.



Computational desing of glycomimetics directed to glycosyltransferases.
Abstract:

Glycosyltransferases are the enzymes responsible to transfer sugars to proteins, lipids,
nucleosides, etc.

Within the glycosyltransferases there is O-GIcNAc transferase (OGT) that prometes the N-
acetylglucosamine transference. The OGT is related to many diseases in mamals, and therefore,
the OGT is a potential target for the development of new drugs. That could inhibit the enzyme
and thus control the disease.

Numerous inhibitors have been reported, nevertheless, they present a lot of molecular charge
and they can not pass the cell membrane (not bioavailable). They do not serve as drugs.

In this poyect, we have donde a computational study to many ligands, seeking to increase
bioavailability and a good binding with the protein. The objetive of this work is to serve as a base
for future studies.
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1. Introduccion.

Mas alld de ser la principal fuente de obtencién de energia bioldgica, los carbohidratos y
moléculas que los contienen (glicoproteinas o glicopeptidos), cobran un papel fundamental en
la regulacidon y proliferacion de los seres vivos puesto que se conoce su implicacién en
numerosas vias de sefalizacion y comunicacion, sintesis de metabolitos y su actividad
estructural.

Entre la multitud de enzimas que toman parte en esta regulacién se destacaran aquellas que
cumplen la funciéon de catalizar la transferencia de una o mas unidades de carbohidratos a otro
sustrato.?

Histéricamente han sido las glicosil hidrolasas, o glicosidasas, la familia de enzimas mas
estudiadas. Estas tienen como funcidn hidrolizar enlaces glicosidicos en polisacaridos o especies
agregadas de los mismos. Toman un papel fundamental en la regulacidon de un ser vivo y se
pueden relacionar con numerosos trastornos sanitarios como diabetes, fibrosis quistica y
diversas patologias asociadas a microorganismos. Por ello han sido propuestas como dianas para
la sintesis de inhibidores con el objetivo del tratamiento de dichas patologias.?

Por otro lado, las glicosiltransferasas son las enzimas encargadas en catalizar la reaccion de
transferencia de un grupo glicosidicos sobre un sustrato de naturaleza distinta (proteina,
nucledsido, lipido, etc.).* De un tiempo a esta parte el interés en su estudio ha aumentado
considerablemente puesto que se asocian a diferentes problemas médicos como el cdncer>® o
procesos neurodegenerativos,”® entre otros.

El funcionamiento y consecuencias de accion de estas enzimas aln no se conoce con detalle,
por ello resulta muy util la busqueda de inhibidores especificos. Con la sintesis y el ensayo de
inhibidores o ligandos podemos tanto conocer la implicacién real de estas enzimas como
desarrollar potenciales farmacos, dada la relaciéon de esta enzima con diferentes trastornos
médicos.’

Las glicosiltransferasas (GTs) se han clasificado por homologia de secuencia en 96 familias dentro
de la Carbohydrate Active enZyme data-base (CAZy). Gracias a CAZy podemos saber que tanto
el pliegue estructural como el mecanismo de accidn son constantes en las diferentes familias.
Sin embargo, la especificidad hacia el sustrato es més dificil de predecir.'® Por esta razén las GTs
se han caracterizado en menor medida que las glicosidasas.

Dentro de las diferentes GTs destaca la O-GIcNAc transferasa (OGT). Esta enzima es una de las
GTs mas estudiadas, su funcidn se corresponde en la transferencia de una molécula de N-
acetilglucosamina, usando una uridina difosfato N-acetylglucosamida como sustrato donor,
sobre residuos de serina o treonina de diferentes proteinas.!! (figura 1).
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Figura 1: N-acetylglucosamina(izq) y el sustrato donor de la misma. (dcha.)

Esta transferencia esta relacionada con multitud de funciones bioldgicas. Entre ellas la
sefializacidn celular,’ también se ha observado que su bloqueo o sobreexpresién en el
desarrollo embrionario produce malformaciones en el feto (concretamente en el caso del pez
cebra)®® y que toma un papel fundamental en la regulacion del metabolismo de la glucosa.*

La OGT se encuentra en todos los mamiferos (de forma mayoritaria en el pancreas, cerebro,
corazéon y musculo esquelético) y se han encontrado diferentes expresiones de la misma. Se
pueden distinguir la nucleocitoplasmatica (ncOGT), contiene 13 tetratricopeptido (TPR) la
mitocondrial (mOGT), con 9 TPR, y las expresiones isomorfas cortas (sOGT), que presentan 3
TPR.23

La estructura cuaternaria de la OGT humana fue descubierta en 2011. Se corresponde con un
péptido con una estructuracion cuaternaria en cuatro subunidades, en las cuales las cuatro son
equivalentes entre si, y donde cada una de estas presenta un sitio activo en el cual se fija el
aceptor y el donor del glicosido, y es en esta zona donde se cataliza el proceso de transferencia.

La OGT presenta dos plegamientos de Rossmann (estructura compuesta por tres o mas laminas
beta paralela unidas por dos hélices alfa en el orden beta-alfa-beta-alfa-beta). Ademas presenta
algunas particularidades entre las que se pueden distinguir que, el dominio N-terminal presenta
dos hélices que contribuyen al sitio activo; entre los dos dominios tipo Rossmann aparecen unos
pliegues novedosos como una hoja beta de 7 cadenas.’® (Figura 2). Si nos referimos
concretamente al sitio activo, se observa que, en presencia del ligando, la distancia entre el sitio
activo y la parte estructural de la enzima se ve incrementado respecto de la estructura en
ausencia del mismo. Esto sugiere la accién tipo bisagra de la enzima con el fin facilitar la llegada
al centro activo.'®



Figura 2: estructura tridimensional de la enzima OGT

El ligando natural que se encuentra en la enzima se corresponde con la molécula de UDP-GIcNAc,
gue actla como sustrato donor de la GIcNAc al aceptor correspondiente.

Asi pues, conociendo la relacién de la enzima OGT con diversos trastornos en la salud humana
resulta muy interesante la busqueda de moléculas que puedan regular su accién , y con ello
cumplir una funcidn terapéutica.

El objetivo final ha sido desarrollar una molécula que actué como ligando de la enzima pero que
al coordinarse a esta inhiba su accidn.'® Para ello son varias las estrategias que se han seguido
(figura 3):

- Modificacién de la unidad de glucosa'’(figura 3, 1).

- sobre el anillo de ribosa (figura 3, 2)

- Modificaciones en la base nitrogenada®® (figura 3, 3).

- Desarrollo de inhibidores bifuncionales,*® basados en dos fragmentos conjugados que
interaccionan, y por consiguiente inhiben, tanto el sitio del donor como el aceptor
dentro de la encima. (figura 3, 4)
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Figura 3: estrategias mayoritarias para el diseiio de inhibidores.

Todos estos ligandos dan muy buenos valores de inhibicién de OGT, sin embargo, la presencia
del grupo pirofosfato le otorga demasiada polaridad y con ello una baja permeabilidad celular,
lo que se traduce en una baja biodisponibilidad y por tanto, una incapacidad para su aplicaciéon
como medicamentos

Por ello el actual objetivo se basa en la busqueda de ligandos que presenten buenos valores de
inhibicién, pero una polaridad menos elevada y de esta forma si puedan ser utilizados como
farmacos.?°

2. Antecedentes del grupo de investigacion.

El grupo de investigacion de Quimica Biolégica y Computacional de la Universidad de Zaragoza
en el que se ha realizado este trabajo de Fin de Grado, entre otros campos de investigacion, se
ha centrado en las glicosiltransferasas GTs y dentro de estas en aquellas que se encargan de
catalizar la reaccién de glicosilacion sobre una proteina. Entre ellas podemos destacar OGT,
GalNAc-T2, POFUT1, POFUT 2, PimA y Gpgs (figura 4).

0GT GalNAC-T2 POFUT1 POFUT2 FimA Gpas

Figura 4: estructura tridimensional de las diferentes GTs estudiadas en el grupo.

De forma mads especifica, se ha elegido la encima OGT porque se dispone de su estructura
tridimensional cristalina, ademas de ser una potencial diana para la sintesis de inhibidores
especificos.



Como se ha comentado, a lo largo del tiempo se han desarrollado numerosos inhibidores en los
cuales seguia existiendo el pirofosfato central, lo que limita la bioaccesibilidad de los mismos.*®

En el grupo de investigacién se ha tratado de solventar tal problema con el desarrollo de ligandos
homalogos al natural 5, en los que se sustituye uno de los grupos fosfato del puente por una
cadena hidrocarbonada y el azlcar por un anillo de pirrolidina (6). Con estas modificaciones se
busca un ligando mas apolar, aumentando la biodisponibilidad, y a la vez consiguiendo una
contribucién al binding de la pirrolidina. Todo esto con el objetivo de conseguir una mayor
afinidad del sustrato por la enzima y lograr asi una correcta inhibicién (figura 5).

Otro de los campos de trabajo del grupo es la organocatalisis, que ha permitido obtener
pirrolidinas, aparentemente complejas, Utiles para la sintesis de diferentes moléculas
interesantes en la inhibicion de la OGT (figura 5, 7).
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Figura 5: comparativa entre ligando natural y el tipo de ligandos buscados por el grupo.
Obijetivos.

El objetivo de este Trabajo Fin de Grado consiste en llevar a cabo una valoracién por
métodos tedricos, Docking, de la interaccidon entre un amplio nimero de potenciales
inhibidores de la OGT.

Para el desarrollo de este objetivo, se pueden diferenciar dos partes:

Una primera en la cual se lleva a cabo el estudio sobre una serie de ligandos, donde se
mantiene constante, respecto al natural, el nucledsido. El azucar se intercambia por una
pirrolidina simple que se mantiene invariable en casi todos ellos. El cambio fundamental se
realiza sobre el difosfato del puente. En estos ligandos se va cambiado la secuencia quimica
del puente entre la pirrolidina y el nucledsido (totalmente hidrocarbonada, con un unico
fosfato, ademas este fosfato se va cambiando de posicion, se afiaden grupos tipo eter, etc.).

Por otro lado, se evaluardn otra serie de potenciales inhibidores en los cuales lo que se
mantendra constante sera tanto el pirofosfato como el nucleésido (UDP) y lo que se ira
modificando serd la pirrolidina. De esta forma se puede estudiar por comparacién la
contribucidn de esta al binding del ligando.
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Todo ello con la finalidad de limitar de manera muy considerable el nUmero de sintesis
experimentales a realizar en el laboratorio. La sintesis de un producto quimico como los
ligandos con los que se trabajan conlleva un gasto muy elevado, tanto econdmico como
temporal, ain mas si se tienen en cuenta los posteriores ensayos experimentales con la
propia enzima.

Asi pues, gracias al estudio computacional, realizado con un ordenador sencillo, se pueden
evaluar numerosos ligandos y con los resultados llevar a cabo una criba, conocer y evaluar
el binding de cada uno con la enzima y por consiguiente su potencial validez para continuar
los ensayos, pero ahora con un espectro mucho mas reducido.

Métodos computacionales.

La evaluacidn de la interaccidon de los diferentes ligandos con la enzima OGT se basara en
calculos de docking, llevados a cabo mediante software maestro de la compafiia Schrédinger
(https://www.schrodinger.com/maestro).

Para la visualizacién y obtencion de representaciones tridimensionales se usara el software
Pymol, implementado, de igual manera que maestro, a partir de Schrodinger.

Para poder llegar a conseguir unos resultados adecuados y correctos acerca de los diferentes
ligandos se ha de seguir un protocolo determinado.

En primer lugar, es necesario disponer de un fichero que contenga la estructura cristalina
de la enzima (fichero PDB), extraido del Protein Data Bank. Una vez se dispone del fichero
se carga dentro del software de maestro. Tras la carga del fichero se dispondra una
representacion tridimensional de los residuos de la proteina (figura 2).

En este punto ya tendremos una representacién de la proteina. Tratandose de la OGT, que
tedricamente presenta una subunidad idéntica repetida cuatro veces, se deben eliminar 3
de las 4 subunidades (delete-Chain-seleccionar 3 de ellas) para poder trabajar con facilidad.
Ya con una Unica subunidad (figura 6) el siguiente paso es preparar la proteina para realizar
los calculos.

Figura 6: eliminacién de las Subunidades no necesarias

En el supuesto que el agua no intervenga en el proceso de catélisis, el primer paso sera
eliminar las moléculas de aguas presentes en el RX de la proteina (delete-waters). Tras la
eliminacidn de las moléculas de agua se debe llevar a cabo una preparacién de la proteina
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(figura 7). Tras la preparacién habra que optimizarla y minimizarla, para ello se deben seguir
los siguientes pasos: Applications-prime-protein refinement-minimize y seleccionar que
minimice todos los atomos del espacio de trabajo. (Figura 8).
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Figura 7: preparacion de la proteina.
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Figura 8: proceso de minimizacién de la proteina.

Llegados a este punto se puede observar si la proteina ha cambiado tras el refinamiento,
para ello Unicamente hay que superponer las dos entradas generadas, tras la preparaciény
tras la minimizacion.

El siguiente paso se corresponde con fijar la zona catalitica de la enzima, Glide, para ello se
busca el ligando en el interior de la proteina (show-ligands), una vez que Unicamente
aparezca el ligando en el espacio de trabajo se sigue la siguiente metodologia: Applications-
glide-receptor Glide generation-site-centroid in selected residues- “seleccionar el ligando en
el workspace”- nombrar de forma reconocible el Glide-y presionar “run”. (figura 9)

11



Pick residues to define the active site:

@ Recepto eneratic - O x Residue Molecule
A:1501U.. 4
Receptor Site Constraints Rotatable Groups Excluded Volumes
Enclosing box - Delete
The docked ligand is confined to the enclosing box. /] Display box ‘
hasoingas aaum oI Delete Al
b \V|Pick a residue  Select...
(_)Centroid of Workspace ligand (selected in the Receptor tab) Sl
(®)Centroid of selected residues: Specify Residues...
)Supplied X,Y,Z coordinates: 7" ROR
1 14 ) . ¥ ¥ \
Size: B & < ]
(®)Dock ligands with length <= & 20 SR : Y.
Advanced Settinas... 1% /"‘

Figura 9: definicién del glide.

Lo siguiente es preparar todos los ligandos que se quieran evaluar, para ello se pueden
importar desde diversos softwares para dibujar estructuras de moléculas (chemdraw en 2D
y pasarlo a 3D con chem 3D, gauss view, etc...) o dibujarlas directamente en maestro, en el
workspace directamente en 3D, o en 2D (2D sketcher) y convertirlos a 3D, create new entry.
Todos los ligandos se agrupan en un mismo grupo.

Una vez obtenidas las estructuras de todos los ligandos se deben preparar y optimizar para
la realizacién de docking, para ello se sigue los siguientes pasos: applications-Ligprep
“generate posible states at target pH 7.0 +- 2”-“retain specified chiralities...” (figura 10).

De esta forma, se consiguen todas las conformaciones posibles de los ligandos y todos los
posibles estados de ionizacidon que se puedan presentar al pH que se encuentra la enzima
dentro del organismo.

Use structures from: Workspace (included entries) l
Eile name s

Filter criteria file: Create... Browse...
Force field: OPLS3 b
ITonization:
Do not change
'::'Neutralize
'E'Generate possible states at target pH: 7.0 | +/- 2.0
["]Add metal binding states
[Cinclude original state
[ Desalt [/]Generate tautomers
Stereoisomers
Computation:
(®)Retain specified chiralities (vary other chiral centers)
(_)Determine chiralities from 3D structure
(_)Generate all combinations
Generate at most: |32 | per ligand

Using: (_lonizer (®)Epik

Generate low energy ring conformations: |1 per ligand
Qutput format: (®)Maestro (_)SDF

Figura 10: preparacién de los ligandos.

Lo ultimo que queda es llevar a cabo el docking, para ello: applications-glide-Ligand Docking-

“seleccionar el fichero del glide”- “marcar las siguientes opciones (Figura 11)

ot ”

‘run”.
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Figura 11: pardmetros de realizacién docking

Resultados y discusion.

El objetivo del trabajo consiste en la evaluacién de la capacidad inhibitoria de distintos
ligandos. Los ligandos a evaluar se dividirdn en dos clases. En ambos grupos se incorporara
el ligando natural como referencia de comparacién frente al resto de moléculas a evaluar.

5.1. Docking pirrolidinas 1 (poliOBn)

Un primer grupo de ligandos donde se estudiaran diferentes glicomimeticos. Estos se
basardn, en una tdnica general, en la sustitucion del azlcar por una pirrolidina,
mayoritariamente polisustituida por OBn’s, y sobre el puente pirofosfato, entre azucar y
nucledsido, se variard por cadenas hidrogenadas con algun grupo fosfato, éter, etc...

5.1.1. Ligandos elegidos.

En este primer docking se llevara a cabo la evaluacion de 11 posibles ligandos que sean,
potencialmente, buenos inhibidores de la OGT. Realmente se estudiaran 10 ligandos mas
el natural.

El ligando natural 5 serd el primero a incluir en el docking, el segundo ligando a evaluar sera
un homologo al natural, pero en este caso se sustituird un grupo fosfato por una cadena
hidrocarbonada 8 (figura 12).
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Figura 12: ligandos docking 1 que mantienen el azlcar.
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Los siguientes 6 (6 y 9-13) ligandos se corresponden con la sustitucién del azicar por una
pirrolidina simple, polisustituida por OBn, y adicionalmente se lleva a cabo diferentes
variaciones en el pirofosfato, buscando con ello disminuir la polaridad para aumentar la
biodisponibilidad.

En el ligando 9 un atomo de oxigeno puente del primer grupo fosfato es eliminado. En el
ligando 6, se elimina totalmente el primer grupo fosfato de la cadena y se sustituye por una
cadena hidrocarbonada. En el ligando 10 se sustituye un grupo P(O)OH por un CH,. El
siguiente ligando 11, mantiene el primer P(O)OH y el resto de atomos del puente se
sustituyen por una cadena hidrocarbonada. La estructura del ligando 12 es similar a la
anterior, pero mantiene el 4tomo de oxigeno, que enlaza con el nucledsido. El ultimo de
este subgrupo de ligandos 13, es similar a 6, pero con un atomo de carbono menos en la
cadena que sustituye al grupo fosfato (figura 13).
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Figura 13: serie de ligandos con pirrolidinas poliOBn.

Para terminar el docking se incluyen 3 ligandos que presentan un sustituyente distinto en
el atomo de nitrégeno de la pirrolidina.

En el caso del ligando 14 sobre el atomo de nitrégeno se acoplard un grupo voluminoso
como el Boc.

El resto de ligandos serdn similares, pero intercambiando el grupo terc-butilo por bencilo,
ligando 15, o por fenilo en el ligando 16 (figura 14).

14



o
o O /& ) ’g
- N" Yo (0] - -
e} - 0 o O
R
OH OH
14 15

OBn
- S, ‘\\\an (0]
N o (LNH
0 TN
:/\ P-0-P-0 N/&o
o ool o
o O
OH OH

16
Figura 14: pirrolidinas con sustitucion en el nitrégeno del heterociclo.
5.1.2. Resultados de los célculos de docking.

Sobre todos los ligandos planteados se efectuaron los calculos de docking de manera
conveniente (descrito en métodos computacionales) y a raiz de los resultados obtenidos se
realizo el estudio mas concreto de los mejores en comparacién con el ligando natural.

De todos los valores que nos otorga el cdlculo docking el mas relevante es el “docking
score”, cuanto menor sea este mayor serd la interaccion de la molécula con el sitio activo
de la enzima, o lo que es lo mismo, mayor sera la capacidad inhibitoria de los ligandos
propuestos.

De esta forma tras la realizacion del docking sobre los 11 ligandos propuestos, y todas sus
conformaciones generadas en los pasos previos, se obtuvieron las siguientes docking
scores. El resultado expuesto se corresponde con una organizacion segun un grafico donde,
en el eje vertical se disponen las docking scores, en el eje horizontal el peso molecular de
cada ligando, de esta forma unificamos en el grafico todas las conformaciones generadas,
y donde el color asignado a cada ligando se corresponde con la carga de la molécula.
Ademas, sobre el grafico obtenido se realizard un zoom para centrarnos en los ligandos que
presenten mejores resultados. (figura 15).
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Si nos referimos a la conformacidn y carga del ligando concreto:
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Ligando Docking Score
LIGANDO 5 -16.818
LIGANDO 8 -15.312
LIGANDO 13 -13.820
LIGANDO 15 -13.523

Figura 15: docking scores del primer docking

En definitiva, después del cdlculo mediante docking llegamos a la conclusién, que sin tener
en cuenta el ligando natural (que obviamente es el que mejor interacciona), los ligandos
gue pueden competir con el binding del natural se corresponden con el ligando 8, el ligando
13, el ligando 15.

Sobre estos candidatos, se realizara un estudio mas exhaustivo de las interacciones con los
diferentes residuos que conforman el sitio activo de la OGT. La metodologia que se seguira
se correspondera al estudio del ligando natural y después el del resto de los glicomiméticos.

Entre el ligando y la proteina se pueden diferenciar tres tipos de interacciones: enlaces tipo
H Bond, que son relativamente fuertes, interacciones entre sistemas 1 (1t stackings) e
interacciones polares de menor intensidad.

El ligando natural se orienta de una forma determinada en el sitio activo, esta orientacion
viene determinada por las diferentes interacciones que se origina entre el ligando y los
aminoacidos que se encuentran en dicho sitio.

De esta forma, la lista total de aminoacidos que interaccionan con la UDP-GIcNAc se
corresponde con la siguiente tabla, en la que podemos distinguir las diferentes
interacciones que tienen lugar (tabla 1).

Tabla 1: listado de aminoacidos segun tipo de interaccion con el ligando 5.

Aminodcidos interaccién con ligando 1

H Bonds Interacciones m—Tt Contacts

GLY-654 HID-901 TYR-841 ARG-904
LEU-653 PHE-868 GLY-919 PHE-868
HID-498 ASN-918 PHE-694
GLN-839 ASN-838 TYR-655
THR-921 PRO-559 PRO-636
THR-922 HID-562 THR-633
LYS-842 PRO-897 MET-501
ALA-896 VAL-895

ASP-925 LEU-866

Una vez conocidos la totalidad de las interacciones nos centraremos en desarrollar de
forma detallada las mas representativas de todas ellas. Estas son tanto los enlaces de
hidrogeno (H Bond) como las interacciones m-1t ya que se tratan de las interacciones mas
intensas. De esta forma se facilita la compresion de las mismas (figura 16).

Si nos referimos a las interacciones por enlace de hidrogeno del ligando natural con los
diversos aminoacidos nos encontramos con que en el caso del glicido el residuo GLY-654
interacciona mediante un puente de hidrogeno entre su grupo carbonilo y el hidrogeno del
grupo OH enlazado a C3.
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De la misma manera la LEU-653 forma un enlace de hidrogeno entre su grupo carbonilo y
el OH de C1. La HID-498 interacciona mediante uno de sus dtomos de nitrégeno del ciclo
con un grupo OH de C4.

El grupo pirofosfato central del ligando interactta con la LYS-842 mediante dos enlaces de
hidrogeno, por un lado, con el grupo O del fosfato mas cercano al azlicar mediante uno de
sus grupos NH; y con el grupo NH restante con el grupo O del fosfato adyacente a este. La
GLN-839 también forma dos enlaces de hidrogeno distintos, por un lado, su NH; terminal
con el O=P del fosfato, y el otro NH con el O del mismo grupo fosfato, el adyacente al
nucledsido. Para terminar el pirofosfato falta por nombrar la interaccién tanto de la THR-
921 y 922, ambos grupos NH de cada una de ellas interacciona con el P=0O del primer
fosfato.

Por ultimo, por parte del nucledsido, el grupo OH del C11 forma un enlace de hidrogeno
con el oxigeno del grupo OH terminal del ASP-925. Por su parte la base nitrogenada forma
un enlace de hidrogeno mediante el C=0 del carbono 16 con el Hidrogeno aminico de la
ALA-896 y el NH de la base con el C=0 del amino acido. Ademads, se pueden encontrar dos
interacciones tipo m-stacking entre el sistema mt de la base y los sistemas 1 tanto de la HID-

901 como de la PHE-868.
e
;

ID-49

Interacciones m-nt

Enlaces de hidrogeno |y

Figura 16: Interacciones mas relevantes del ligando 5 con el entorno de la enzima. La
numeracién de los distintos carbonos no sigue ningun criterio concreto. Los dtomos de
carbono se representan en negro, los de nitrogeno en azul, los de oxigeno en rojo,
hidrogeno blanco y los de fosforo en naranja. (aplicable a todas las figuras).

Una vez se dispone de la referencia de las principales interacciones del ligando natural, es
el momento de evaluar los 3 ligandos mas relevantes segln el docking score obtenido en el
proceso experimental.

En la tabla 2 se muestran las principales interacciones del ligando 13.
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Tabla 2: listado de aminoacidos segun tipo de interaccion con el ligando 13.
Aminoacidos interaccidén con ligando 13

H Bonds Interacciones nm—m Contacts
THR-560 HID-901 PRO-559 | ASN-918 | VAL-895 THR-922
LEU-653 GLY-654 | CYS-917 | LEU-866 GLN-839
LYS-842 TYR-655 | MET-501 | ARG-904 LEU-563
ASP-925 HID-920 | HID-562 | ALA-896 HID-558

HID-498 | LYS-898 | PRO-897 PHE-694
ALA-942 | PHE-837 | THR-921
PRO-656 | PHE-868 | ASN-838

La principal diferencia observable es la aparicion de un nuevo aminoacido, la THR-560 que
forma un enlace de hidrogeno con el OH del C1, por su parte la interaccidn con la LEU-653
varia respecto al ligando natural. En este caso el grupo C=0 del residuo enlaza con dos
hidrégenos de distintos grupos OH de C3 y C4. Al presentar Unicamente un grupo fosfato la
LYS-842 solo interacciona con el oxigeno del P=0. (figura 17)

La funcién de la ASP-925 también varia respecto al sustrato natural, y es que, en este caso,
son los dos grupos OH del aztcar los que forman el puente de hidrogeno con el oxigeno del
OH terminal del aminoacido. El resto de aminodcidos interaccionan de forma homologa al
caso natural. (figura 17)

La menor energia de binding de este ligando puede deberse seguramente a la disminucidn
de interacciones tanto 1, PHE-868, como por puentes de hidrogeno, ya que se pierden HID-
498, GLY-654, GLN-839, THR-921 y THR-922 (figura 17).

Interacciones r-1t

Enlaces de hidrogeno

Figura 17: interacciones ligando 8

Por su parte el ligando 13 interacciona con los siguientes residuos de la OGT. (Tabla 3).
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Tabla 3: listado de aminoacidos segun tipo de interaccion con el ligando 13.

Aminoacidos interaccion con ligando 13
H Bonds Interacciones - Contacts

TYR-841 HID-461 LYS-634 | LEU-866 | ASN-838 LEU-653
HID-498 PHE-868 LYS-430 VAL-895 MET-501 GLY-654
GLN-839 HID-901 HID-499 | PRO-897 | HID-558 PRO-656
LYS-842 ILE-435 HID-562 PRO-559 THR-633
ASP-925 ILE-465 LYS-898 THR-560 TYR-632
ALA-869 HID-920 THR-921 | LEU-563

PHE-837 | THR-922 | PHE-694

El nimero de interacciones en este caso, es claramente superior al ligando 8. Si se compara
frente al ligando 5, el nUmero de interacciones por enlace de hidrogeno es inferior. En el
caso del ligando 13 el Gnico enlace de hidrogeno que se forma con un aminoacido diferente
al caso natural es la TYR-841, este aminoacido enlaza mediante el &tomo del oxigeno del
OH terminal con el NH,* (que se origina al pH de trabajo de la encima) en el ligando. A
diferencia del ligando natural, la HIS-498 no forma un puente de hidrogeno con un OH, sino
que lo hace con el otro atomo de hidrogeno del nitrégeno de la pirrolidina. Por su parte la
LYS-842 y la ASP-925 interaccionan de forma idéntica al ligando 8. La GLN-839 se escapa un
poco al comportamiento observado en el ligando natural, y es que en este caso interacciona
con el P=0 del fosfato (como en el ligado natural), pero al revés que este, interacciona
mediante el otro hidrogeno del grupo amino con el &tomo de oxigeno unido al C8. La ALA-
896 es idéntica al ligando natural.

Si nos referimos a las interacciones tipo -1, ademads de la base nitrogenada con la PHE-868
y HID-901, el ligando 13 presenta una interaccion mediante uno de los bencilos unido a C1
con la HID-461. (Figura 18).

Interacciones m-nt

Enlaces de hidrogeno

Figura 18: interacciones ligando 13

Por su parte el ligando 10 interaccionard con los siguientes residuos. (tabla 3)
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Tabla 3: listado de aminoacidos segun tipo de interaccion con el ligando 15.

Aminoacidos interaccién con ligando 15
H Bonds Interacciones nm—m Contacts
GLN-839 HID-461 LYS-430 THR-633 HID-920 PHE-837
LYS-842 HID-901 ASP-431 TYR-632 GLY-654 PHE-868
ASP-925 HID-499 HID-498 TYR-655 THR-921
HID-901 TYR-841 HID-496 PHE-694 THR-922
LYS-898 HID-461 PRO-559 PRO-897 HID-562
ALA-896 HID-558 PRO-656 ALA-896 ASN-838
LYS-634 LEU-653 LEU-866

El ligando numero 15 interacciona de forma idéntica al ligando 8 y 13 por los residuos de
ASP-925, LYS-842 y de forma idéntica a todos los estudiados con la ALA-896. La GLY-839 es
algo diferente al resto de casos puesto que esta ademas de interaccionar con el P=0 del
primer fosfato, partiendo desde la pirrolidina, otorga un enlace de hidrogeno con C=0 que
sale del nitrégeno del ciclo. El ultimo enlace de hidrogeno que se puede observar es el
forma entre la HID-901 (el &tomo de nitrégeno trisustituido del ciclo) con un grupo OH del
glicido que compone el glucésido. Esta Histidina también da un m-stacking con la base
nitrogenada. Como el caso del ligando 13, en este ligando también hay una contribucién de
la pirrolidina al binding mediante una interaccién n-i, del anillo aromatico que presenta
HID-461 vy el sustituyente CH,OBnN de la pirrolidina. (Figura 19).
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Enlaces de hidrogeno

Figura 19: interacciones ligando 10
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Como norma general se observa que el sitio de fijacién de la base nitrogenada es constate
independientemente del ligando, ya que da dos enlaces de hidrogeno con el residuo de
ALA-896 y como minimo una interaccion tipo m-1t con el aminodcido HID-901. Asi, en la
superposicién de todos los ligandos estudiados, el nucledsido permanece practicamente
invariable en el espacio. (Figura 20)

Si se observa el puente entre la pirrolidina/azucar y el nucledsido, si que aparecen cambios
considerables en la orientacion espacial de cada ligando. Se puede concluir que cuanto mas
carbonado sea dicho puente mas flexible serd y por consiguiente mas plegamientos podran
aparecer en la molécula en busca de mds interacciones. Por otro lado, si se trata de un
difosfato, aunque sea mas rigido es sustancialmente mas polar y da una mayor contribucion
al binding del ligando. Por esta razén cuando se superponen los ligandos se ve una
considerable variacidn entre unos y otros en este espacio. (figura 20).

Por ultimo, es necesario diferenciar entre la pirrolidina y el azlicar, como se trata de
pirrolidinas polibenciladas son sustancialmente mas voluminosas que en el caso del azucar.
Esto se traduce en que a la hora de orientarse en el interior de la proteina tanto el ligando
5 como 8 se orienten de forma mas o menos similar mientras que el ligando 13 y 15 sean
similares entre si pero considerablemente distintas a estos dos primeros. Se puede razonar
basandose en el hecho de que un mayor volumen precisa de un mayor espacio, y lo Unico
que hace el ligando es buscar este factor y minimizar repulsiones. (Figura 20).
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R-901
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YS-398
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Ligando 1: negro
Ligando 2: amarillo
Ligando 8: cian
Ligando10: rosa

Figura 20: superposicién de los ligandos en el sitio activo de la proteina (docking 1)
5.2. Docking pirrolidinas 2.

La tonica de trabajo serd exactamente la misma que en el primer docking expuesto, la
diferencia entre ambos radica en los ligandos propuestos, en el primer caso se correspondia
con pirrolidinas sencillas, mientras que en este segundo caso son pirrolidinas
sustancialmente mas complejas, que gracias a procesos basados en la organocatalisis
pueden ser preparadas en el laboratorio.
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5.2.1. Ligandos elegidos

El docking se planteara sobre 20 ligandos diferentes, en todos ellos los Unicos cambios que
se presentaran sera sobre los sustituyentes de la pirrolidina que se disponga en lugar del
azulcar, el resto del ligando permanecerd idéntico al caso del ligando natural.

Aungue se mantenga el difosfato en el puente que puede disminuir la biodisponibilidad
debido a su elevada polaridad, que solamente se cambie la pirrolidina puede ayudar a
dilucidar la mayor o menor contribucién de esta respecto al resto de pirrolidinas y al propio
ligando natural, que por supuesto también se incluird en el estudio.

Los 20 ligandos que seran evaluados se muestran a continuacion. (figura 21).
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OHOH
Figura 21: serie de ligandos segundo docking.
1.2.2. Resultados de los estudios de Docking.

La forma de estudiar los resultados del docking es exactamente la misma que en la primera
parte del trabajo, en primer lugar, se seleccionaran mediante el docking score de cada uno
los mejores ligandos de los 20 planteados, y tras ello se realizara un estudio mas exhaustivo.

Los resultados del docking score se estructuran de igual que en la primera parte, segln
pesos moleculares, carga molecular y puntuacién. (Figura 22).
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Centrandonos en la mejor puntuacién de cada ligando:

Ligandos Docking score

LIGANDO 5 -16,792

LIGANDO 28 |-14,374
LIGANDO 25 | -14,088
LIGANDO 27 | -13,541

Figura 22: docking scores segundo docking.

Obviamente las interacciones del ligando natural son idénticas a las obtenidas en el primer
docking desarrollado, aunque el docking score varia ligeramente esto puede deberse a
cuestiones del calculo efectuado por el software.

Asi pues, el desarrollo del ligando natural se encuentra reflejado en el apartado 5.1.2. Por
lo que se abordard directamente el estudio de los ligandos propuestos, comenzando por el
ligando 28. (Tabla 4).

Tabla 4: listado de aminodcidos segun tipo de interaccién con el ligando 28.

Aminodcidos interaccion con ligando 28
H Bonds Interacciones m—t Contacts
LEU-653 HID-901 PHE-694 THR-921 PHE-837 GLY-654
LYS-842 PHE-868 LEU-563 HID-562 HID-558
GLN-839 PRO-656 LYS-898 THR-633
ASP-925 PRO-559 PRO-897 LYS-634
THR-922 HID-920 VAL-895 HID-498
ALA-896 GLY-919 LEU-866 THR-560

Los resultados en términos de docking score no son muy diferentes frente al natural a pesar
de no presentar interacciones con los residuos de GLY-654, HID-498, y THR-921.

Se puede razonar a través de la explicacion de las interacciones que sufren los ligandos que,
si se mantienen respecto al natural (puesto que no presenta ninguna interaccién con un
aminodcido distinto). A diferencia del natural, el ligando 28, interacciona con el residuo de
LEU-653 mediante la anilina del C5. La LYS-842 varia un poco, ya que en este caso
Unicamente interacciona con el mismo grupo fosfato, un NH; tanto con el P=0 como con el
O. La GLN-839 otorga una asociacion diferencial al ligando natural, ademas de la
interaccion con el O del fosfato proximal a la pirrolidina, forma un enlace de hidrogeno con
el oxigeno del ester (C3). La ASP-925 interacciona de igual manera que en la totalidad de
los ligandos planteados, no incluido el natural, descritos en el primer docking.
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La THR-922 forma un enlace de hidrogeno, a diferencia del ligando natural, con el azucar
del nucleésido. El OH del residuo interacciona mediante el oxigeno OH del C9. La interaccidn
de la ALA-896 sigue manteniéndose constante. (Figura 23).

/ HE-868

SP-925

Interacciones n-nt
| N\

=

Enlaces de hidrogeno

Figura 23: interacciones ligando 12. (C enumerados segln 5.2.1 para todo 5.2.2)

El ligando 25 da un docking score muy parecidos al ligando 28, es légico si analizamos su
interaccién con los residuos que componen el sitio activo de la OGT. (Tabla 5)

Tabla 5: listado de aminodcidos segun tipo de interaccién con el ligando 25.

Aminoacidos interaccién con ligando 25
H Bonds Interacciones n—Tt Contacts
LEU-653 HID-901 PHE-694 THR-921 PHE-837 GLY-654
LYS-842 PHE-868 LEU-563 HID-562 HID-558
GLN-839 PRO-656 LYS-898 THR-633
ASP-925 PRO-559 PRO-897 LYS-634
THR-922 HID-920 VAL-895 HID-498
ALA-896 GLY-919 LEU-866 THR-560

Y es que, segun el cdlculo docking, interacciona con la misma serie de aminodcidos que en
ligando 28. Asi pues, Unicamente se nombrar las diferencias con este y asi la comparacion
con el ligando natural es directa.

El ligando 25 interacciona de forma idéntica con los residuos LYS-842, ALA-869, THR-922 y
LEU-653, HID-901 y PHE-686. Sin embargo, tanto con GLN-839 como con ASP-925 no. Con
el primer residuo se pierde la interaccidn con el oxigeno del ester (C3), mientras que la ASP-
925 Unicamente enlaza por enlace de hidrogeno con el OH unido al C10. (Figura 24)

25



Interacciones r-t

Enlaces de hidrogeno

HE-868

d

Figura 24: interacciones ligando 25.

SP-925

El ultimo ligando a estudiar del segundo docking es el nimero 27. (Tabla 6)

Tabla 6: listado de aminoacidos segun tipo de interaccion con el ligando 27.

Aminoacidos interaccién con ligando 27

H Bonds Interacciones m—T Contacts
LYS-842 PHE-868 LEU-654 LYS-898 PRO-559 THR-633
GLN-839 HID-901 THR-560 HID-562 GLY-433 HID-498
ASP-925 PHE-694 PRO-897 LYS-930 TYR-632
ALA-896 LEU-563 VAL-895 HID-920 HID-496
ASP-554 LEU-866 ASP-931 HID-558
ASN-834 ARG-904 ILE-435 GLY-654
THR-921 PHE-837 TYR-841
THR-922 GLY-919 LYS-634

Esta vez, el nimero de enlaces de hidrégenos se ve reducido considerablemente frente al
natural, puesto que se pierden las interacciones con LEU-653, GLY-654, THR-921 Y THR-922,
también se ven reducidas respecto al 25 o 28. En cuanto a las interacciones de los sistemas

T se mantienen constante en la totalidad de los ligandos de esta segunda parte.

La ALA-896 interacciona de forma idéntica a todos los ligandos estudiados, mientras que la
ASP-925 actua de igual manera que en el ligando 28, y la GLN-839 y LYS-842 igual que en el
caso del ligando 25. (Figura 25)
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Figura 24: interacciones ligando 27.

El sitio de fijacidn del nucledsido es constante y ha de ser fijo en la proteina, ya que los tres
ligandos presentan una posicién casi idéntica. Esta fijacion aparentemente viene
determinada por el doble puente de hidrogeno que se forma entre la base nitrogenaday el
resido de ALA-896, sumdandole a esto la contribucidn por parte de la pentosa con residuos
de ASP-925 y/o THR-922 dependiendo del ligando. La disposicion del difosfato y el
azUcar/pirrolidina si que puede variar, al superponer los 4 ligandos se puede observar
claramente como en el caso del ligando natural el pirofosfato adquiere una posicién que
orienta el azucar hacia la interaccién con los residuos de LEU-653 y GLY-654, mientras que
en las diversas pirrolidinas predomina la orientacién que aleja el ciclo de la LEU-653 pero a
la vez la anilina queda orientada cerca. En el ligando 28 se consigue la interaccidn del ester
con la GLN-839 (figura25)

Ligando 1: negro
Ligando 12: amarillo
Ligando 9: cian
Ligando11: rosa

Figura 25: superposicién de los ligandos en el sitio activo de la proteina (docking 2)

27



6. Conclusiones.

En el trabajo se agruparon los potenciales inhibidores en dos grupos. Si nos referimos al primero
se ha probado que, por un lado, en el ligando 8 la variacién de difosfato por una cadena
hidrocarbonada y un fosfato da muy buenos resultados de binding. De la misma forma tanto el
ligando 13 como el ligando 15 dan buenos resultados de docking score. Ademas, en estos se
observa como la pirrolidina puede contribuir al binding, tanto con interacciones tipo i, como
por puentes de hidrogeno. Esto puede ser muy interesante, puesto que eliminando la elevada
polaridad de difosfato central, se trabaja con un grupo fosfato, tanto en el ligando 13 como en
el ligando 15, y se obtienen interacciones comparables. De esta forma se estaria, al menos
parcialmente, solucionando problemas de biodisponibilidad por excesos de polaridad.

Por consiguiente, estos tres ligandos ganan un potencial interés en continuar las pruebas
experimentales, su sintesis y evaluacion experimental mediante ensayos con la enzima, para
tener resultados empiricos sobre su posible validez o no como inhibidores de esta.

El estudio del segundo grupo de ligandos desvela los buenos resultados que otorga el docking
sobre los ligandos que presentan pirrolidinas diversamente sustituidas. Aunque sobre estas se
mantuviese el pirofosfato en el puente entre pirrolidina y nucledsido, se observa cémo segun la
sustitucidn que presente la pirrolidina puede interaccionar con los residuos que conforman el
sitio activo y de esta forma establecer un buen binding con el ligando.

El trabajo a su vez ha servido para observar como la posicidn del nucledsido se ha de mantener
fija dentro de la enzima, puesto que para todos los ligandos es casi idéntica, mientras que lo que
si que puede adoptar diferentes posiciones es el pirofosfato unido a la pirrolidina, puesto que
se observa su variacién en busca de mejorar su disposicidn en el interior de la enzima.
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8. Anexos.

8.1. Estructura, nombre y abreviatura de los 20 aminodacidos que conforman las

proteinas.
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8.2.

Interacciones ligando con residuos del sitio activo en 2D.

Ligando 5
=
LEY
VAL L=
5, ALA
9%
f
PHE O‘ “,
= [
/ HID
S0l
PHE NH
@ % (L
° =

=

HID
s62

HO fo)
N os MET A, THR
918 917 £ ASP a21
~
-,
HC © / e

4 »
b ‘ ./\/\}\3/O
=) =

§3

reey,

/

fe)
@
HED J
{ o, G
I 839
i
;;; 653 HO
LEU
HD =
558
(o) R0 ’
o 539 THR
560
PHE
694
Ligando 8

31



F
B8

Ligando 13

e PHE
2 694
PRO
65
LEU
653
ay =
654 =
R ’
655
PRO
559
LEU ;}’f
% PHE
868
VAL

3 ) QN
562 ASP g
92 o X
901
ASN
THR 838
922

HID
499

Ligando 15

32

HID
496

HID
461

TYR
841

ASP
431

HID
498

THR
633

TYR
632



PRO
PHE 0y
(5 5 @
»

Ligando 28

HID
901
e VAL
©

<
e

el

<

HID

498
GLN PRO
@
ASN
838

THR
HzN 560
LEU
563
s
(ory
PHE \\534/
694

Ligando 25

33

o®®



~ H
B T Y 866

HID
498 TYR
I 841

Ligando 27

34



