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Disefio computacional de inhibidores de glicosiltransferasas

Resumen

La quimica computacional es una de las distintas ramas de la quimica dedicada
al estudio de estructuras y propiedades de un sistema quimico basandose en la
modelacion y simulacion proporcionadas por un ordenador. A medida que la
potencia de los ordenadores ha ido aumentando, se han podido tratar
problemas de creciente dificultad y complejidad. De entre los distintos
problemas que la quimica computacional nos puede ayudar a resolver, nos
centraremos en el estudio estructural de una proteina llamada 6EYT y de su
interaccion con una serie de ligandos propuestos, que actuardn como
inhibidores de dicha proteina.

El objetivo sera entonces ver si estos nuevos ligandos son capaces de competir
con el ligando original por el centro activo de la proteina, si son capaces de
unirse y mantener una interaccion superior a la del ligando de partida.

Todo esto se realizara de manera computacional, utilizando nuestro
conocimiento quimico para interpretar los resultados que el programa nos
proporcione, y dirigir éstos ultimos a la sintesis experimental de inhibidores de
glicosiltransferasas.



Computational design of glycosyltransferases inhibitors

Abstract

Computational chemistry is one of the many chemistry fields that focus on the
study and analysis of both structures and properties of a chemical system
based on the modelation and simulation given by a computer. As more powerful
computers have been developed, harder and more complex problems have
been able to be solved. Among many of this problems, we will focus on the
structural study of a protein called 6EYT, and it's interaction with a set of
ligands we have proposed that will act as inhibitors of that protein.

The main target will be to check if this new molecules are able to compete with
the original ligand to reach the catalytic site of the enzyme, and once there, find
out if they are capable to interact with that site in a stronger way than the
original molecule.

All of this will be done using computational tools, and of course using our
chemistry knowledge to understand the results given by the software, so we can
direct the synthesis of this inhibitors
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Introduccién

Desde el descubrimiento de la diastasa en 1833 por los quimicos franceses Anselme
Payen y Jean-Francoise Persoz, el estudio y caracterizacién de enzimas en distintos
organismos ha ido creciendo a medida que el conocimiento de las mismas ha
permitido su uso en campos como el de la alimentacion, la industria farmacéutica y
aplicaciones biomédicas. En ésta introduccion vamos a desglosar los tres apartados
basicos que explican los fundamentos de éste trabajo.

Método computacional

Los métodos computacionales son una potente herramienta de investigacion, ya que
no solo complementan el trabajo experimental propiamente dicho, sino que permiten
ir mas alla de los limites del laboratorio. La aplicacién de este tipo de programas
informaticos es enormemente amplia, y pueden ser usados para la resolucion de
estructuras moleculares, obtencion de espectros o célculo de energias.

Para la realizacion de todas las simulaciones, calculos y posterior obtenciéon de
resultados se utilizard un software denominado Schrédinger, programa informatico
gue consta de distintas herramientas que permiten facilitar el procesamiento de
todos estos datos.

Una de ellas se llama “Maestro”!, que sera el software con el que el programa va a
realizar los célculos de docking de todas las interacciones entre la proteina y los
ligandos de trabajo.

Por otro lado, existe otra herramienta denominada Pymol (integrada en Maestro)
muy atractiva visualmente y que permite obtener representaciones tridimensionales
gue se utilizaran a menudo durante el proyecto.

Los programas informaticos que permiten resolver este tipo de problemas estan
divididos en tres grandes grupos ?:

= Ab initio: utilizan rigurosamente la mecanica cuantica. Son mas precisos
aunque el coste (tanto econémico como en tiempo) es mayor. Ademas estan
limitados a moléculas relativamente pequefas (100 atomos)

= Semi-empiricos: utilizan los métodos ab initio complementados con
informacion empirica que el usuario puede introducir en el programa. Son
mas baratos y no necesariamente menos precisos. Ademas permiten resolver
moléculas de hasta 10000 atomos

= Mecénica clasica: tienen la limitacion de utilizar campos de fuerza sin
considerar las propiedades electronicas (ni se forman ni se rompen enlaces)



Maestro cuenta con distintas herramientas basadas en unos métodos u otros, que
seran descritos mas adelante. Por ahora, bastard con decir que todas estas
herramientas seran de utilidad para la creacién y preparacién de los ligandos, el
screening de la proteina de trabajo y el estudio posterior para determinar las
interacciones entre la enzima y los ligandos.

Enzima de trabajo

Conviene dedicar un apartado que relacione y explique la parte mas cercana a la
biologia celular del trabajo. Iremos desde los aspectos mas generales hasta llegar a
lo méas especifico, a saber, la proteina que se ha utilizado.

¢;Oué son las enzimas?

Las enzimas son macromoléculas organicas de naturaleza proteica (es decir,
constituidas a base de subunidades mas pequefias denominadas aminoacidos) que
se encuentran en las células trabajando como catalizadores. Al igual que las
proteinas, una vez que los aminoacidos se unen entre si mediante enlaces
peptidicos, la enzima adquiere una conformacion particular para poder ser activa.
Sin embargo, lo que diferencia estructuralmente a una proteina como el colageno
(componente mas abundante de la piel y los huesos) de una enzima como la
amilasa (presente en la saliva y que degrada el almidon) es la presencia de un
“hueco” en su estructura, el cual se denomina centro activo. Este centro activo es el
lugar donde otra molécula, en adelante sustrato, se introducira y quedara retenido,
mediante una serie de interacciones que comentaremos mas adelante. Se forma asi
el denominado complejo Enzima/Sustrato, que, tras un cambio en la conformacion
de la enzima, dara lugar a una reaccién quimica y a un nuevo complejo, ahora
llamado complejo Enzima/Producto, para finalmente liberar el/los producto(s) y dejar
a la enzima disponible para una nueva reaccién®. En general, las enzimas cumplen
las siguientes caracteristicas:

= Ser catalitica, es decir, aumentar la velocidad a la que se produce la reaccion.
Aunque no existe un consenso todavia, la velocidad aumenta unas 10° veces.

= Alta especificidad: la gran mayoria de las enzimas tienen afinidad por un solo
sustrato, o0 un solo tipo de sustrato. Sin embargo, algunas enzimas, como las
encontradas en el complejo citocromo P450, se encargan de transformar mas
del 50% de los xenobidticos que entran al organismo.

= Gran sensibilidad a condiciones como la temperatura y el pH del medio.

Se estima que unas 4000 de las reacciones que ocurren en el interior de las células
estan catalizadas “.



Figura 1. La lactasa es una enzima
formada por cuatro subunidades.
Mutaciones en ésta enzima causan la

intolerancia a la lactosa

Mecanismo de accion

Hemos citado arriba que las enzimas poseen una gran especificidad, ya que son
capaces de distinguir estructuras quimicas muy similares basandose en la
guimioselectividad, regioselectividad y la estereoespecifidad. Para justificar este
hecho, en 1894, Emil Fischer® propuso un modelo que explicase esta gran afinidad
de las enzimas por sustratos concretos. Habitualmente llamado el modelo de “llave-
cerradura”, la idea en sintesis es que el sustrato posee una geometria espacial que
encaja en el centro activo de la enzima. Si bien el modelo explicaba por qué un
sustrato era reconocido por su enzima, no justificaba por qué se formaba el complejo
Enzima/Sustrato, es decir, qué conducia a este complejo a estabilizarse y progresar
en la reaccion.

Seria mas de medio siglo después, en 1958, cuando Daniel Koshland® propuso el
denominado modelo de “ajuste inducido”, en el cual es el centro activo el que adopta
la conformacién mas adecuada para el sustrato sélo cuando este se encuentra
presente. Una vez formado el completo Enzima/Sustrato, el cambio en la
conformacion da lugar al producto final.

Enzyme changes shape
Substrate slightly as substrate binds

Active site

L2

Products ‘
¢

N/

= = =

Figura 2. Idea en sintesis del modelo llave-cerradura



¢,Por qué estudiar las glicosiltransferasas?

Las glicosiltransferasas son una familia de enzimas que catalizan la transferencia de
un fragmento glicosidico de un azucar activado a un glicésido nucleofilico que actua
como donor. Han sido clasificadas debido a su homologia de secuencia en 96
familias diferentes dentro de la CAZy (carbohydrate Active EnZyme data-base), dado
gue tanto el mecanismo de accion como el pliegue previo a su funcion se mantiene
constante dentro de dicho grupo”.

De las numerosas enzimas presentes en los microorganismos, las
glicosiltransferasas han sido estudiadas por distintos motivos: por ejemplo, se sabe
gue mutaciones en estas enzimas causan numerosas enfermedades como el cancer
y problemas neurodegenerativos, o que el grupo sanguineo (segun el sistema ABO)
viene determinado por el tipo de glicosiltransferasas expresadas por el organismo?.

La transferencia de ese residuo de azucar a un grupo aceptor esta también
intimamente ligada a ciertas funciones biolégicas, como lo son por ejemplo los
distintos mecanismos de sefializacion celular, desarrollo embrionario ... En general,
a cualquier funcién celular en la que intervenga una glicoproteina, pues la sintesis de
las mismas depende, entre otras biomoléculas, de las glicosiltransferasas

Son pues un conjunto de biomoléculas de interés para la biologia molecular y para la
guimica orgéanica, dado que el entendimiento de su funcionamiento y consecuencias
puede llevar a la sintesis de una amplia variedad de farmacos para tratar problemas
meédicos de distinta indole.

Estructura de la proteina de trabajo

En particular, la proteina con la que este trabajo se ha realizado recibe el nombre de
6EYT, que es una glicosiltransferasa de tipo A (GT-A) aislada a partir de una cepa
de la Salmonella®.

En su forma libre, la proteina se encuentra unida a UDP, N-Acetil glucosamina y
manganeso, adoptando el plegamiento habitual de la familia tipo A. Ademas, es
capaz de hidrolizar el UDP-NAcGIlucosamina sin necesidad de un sustrato para la
proteina.

Esta estructura cristalina se tratd de obtener mediante difracciéon de rayos X sin
demasiado éxito, ya que los cristales mostraban cierta anisotropia, eran no
isoformos y ademas presentaban poca simetria. Se optd entonces por recurrir a las
instalaciones Diamond Light Source, donde se pudo resolver la estructura.



Figura 3. Proteina 6EYT utilizada en los célculos

La estructura de la 6EYT corresponde a un dimero, esto es, esta formada por dos
cadenas de proteina. Se ha observado que en la mayoria de los casos, las
glicosiltransfersas son dependientes de metales (iones metéalicos se entiende) y en
particular, los fosfatos de la cadena se encuentran coordinados a metales divalentes.

En nuestro caso el metal consiste en un atomo de manganeso (Mn?*), ya que se
observé mediante una calorimetria de titulacion isoterma la preferencia del factor
Ssek3 por este cation. EI Mn?* se coordina adoptando una geometria octaédrica al
oxigeno del carboxilato de la unidad D228 y D235, también al difosfato del UDP asi
como al hidroxilo de la unidad S327.

El ligando natural que se encuentra en la enzima es el de UDP-GIcNAc, que esta
coordinado al centro activo de la proteina mediante distintas interacciones. Por
ejemplo, el fragmento aromatico del ligando (uracilo) forma una interaccion 17-
stacking con el fragmento TRP52 y F190. Puentes de hidrégeno entre los grupos OH
de la cadena fosfatada y residuos polares de los aminoacidos son también
habituales.

. 24
Figura 4.lon Mn Figura 5. Interaccién -1 entre el uracilo
(coloreado) y el residuo TRP 52 y PHE 190
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Figura 7. N-Acetilglucosamina

Figura 6. Estructura del UDP-GIcNAc (abreviada como GICNAC)

Antecedentes del grupo

El grupo de investigacion de Quimica Biolégica y Computacional de la Universidad
de Zaragoza se dedica, entre otros proyectos, al estudio en detalle de las
glicosiltransfersas y sus posibles inhibidores, habiendo trabajado con distintas
proteinas como la OGT, GalNAc-T2, POFUT1, POFUT 2, PimA 'y GpgsS, vy, tras este
trabajo, la 6EYT?,

En particular, ha sido de interés la busqueda de analogos de los sustratos naturales
en una serie de glicosiltransferasas. Numerosos trabajos previos trataban de
modificar la estructura del pirofosfato o del carbohidrato, no obstante, el acierto de
este estudio fue modificar la subunidad de la ribosa y del nucleétido, obteniéndose
asi prometedores resultados

0GT GaINAC-T2 POFUT1 POFUT2 £imA Grgs

Objetivos del trabajo

Como ya se ha citado con anterioridad, la finalidad del trabajo va a ser el estudio de
la interaccion entre la enzima y una serie de ligandos que hemos propuesto.
Idealmente, estos nuevos ligandos deberian actuar con el centro activo de la
proteina y ser capaces de, al menos, competir con el ligando natural por dicho
centro. El resultado idéneo seria obtener ligandos que se unan al sitio catalitico de
manera mas fuerte que el original

Sin embargo, existe otro objetivo previo a este, a saber, aprender a trabajar con una
serie de herramientas informéticas que nos den los resultados que perseguimos.



Uso del software Maestro

El software consta de un conjunto de opciones que a priori puede resultar
desbordante. No es la finalidad exponer aqui todo el conjunto de herramientas que
se han utilizado, pero si algunas de ellas que consideramos mas importantes asi
como una descripcion general de la interfaz del programa.

= PrepWizard o Asistente de preparacion: es la primera herramienta que
utilizaremos y que nos permite tratar la proteina, ya que en su forma cruda
existen estados de oxidacion andmalos, protonaciones inadecuadas Yy
residuos no deseados.

= Receptor Grid Generator: herramienta que nos permite seleccionar el centro
activo de la enzima, fijarlo y posteriormente indicar al programa que lleve los
ligandos propuestos alli.

= Epik y Macromodel: son dos herramientas complementarias que sirven para
realizar el tratamiento previo de los ligandos una vez que los cargamos al
programa. Nos permiten generar los estados de protonacion adecuados al pH
gue le indiquemos, asi como adecuar las conformaciones o0 poses de cada
ligando de acuerdo a la disposicion del centro activo.

= Docking: el paso clave del proceso, donde se utilizan una serie de criterios
matematicos y estadisticos para predecir la orientacion 6ptima de una
molécula cuando se une a otra para dar lugar a un complejo estable.

Con estas herramientas se podran tratar todas las moléculas que metamos en el
programa para dejarlas en las condiciones adecuadas. Aprender a utilizar cada una
de ellas cuando es necesaria ha sido una parte considerable del trabajo, asi como
interpretar, utilizando la formacion quimica adquirida hasta ahora, los resultados
para elaborar las posteriores conclusiones.

Interaccion enzima-ligando

Lo primero que nos podemos cuestionar es la naturaleza quimica de los ligandos, en
particular, su estructura quimica. Dada la complejidad de la quimica organica, las
posibilidades para proponer moléculas son en la practica ilimitadas.

En la bibliografia existe una amplia diversidad de moléculas capaces de actuar como
inhibidores para glicosiltransferasas, aunque en nuestro caso, asi como en el de
otras muchas enzimas de esta naturaleza, todos los ligandos propuestos comparten
una estructura analoga que consiste en:

= Un glacido (sitio A)

= Una ribosa (sitio B)

= Un nucledtido de uracilo (sitio C)
= Un ribonucleétido (sitio D)
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Sitio A

Figura 8. Estructura general de los ligandos OH OH
SitioB
Sitio D

Los estudios estructurales y computacionales han revelado que la unién del sustrato
a la enzima se produce principalmente a través de la subunidad del nucledtido,
mientras que el residuo azucarado posee mas libertad para participar en
interacciones enzima-sustrato.

Cabe afadir que se pueden realizar distintas modificaciones sobre el ligando base.
Por ejemplo, se puede modificar la subunidad de la ribosa (quitando alguno de los
los grupos hidroxilo en los carbonos 2’ y 3’) o modificar la unidad de la base
nitrogenada (sustituyendo el oxigeno por azufre y obteniendo tioderivados). Son
posibles otras modificaciones de diferente complejidad que no abordaremos en este
trabajo, por lo que nos limitaremos a modificar el aztcar manteniendo el resto de la
estructura fija.

En numerosas ocasiones las cadenas fosfatadas son sustituidas por grupos menos
polares, ya que la alta polaridad de ambos grupos fosfato ocasiona dificultades para
gue el compuesto cruce la membrana plasmatica. Uno de los ligandos con los que
probaremos el docking consistira en sustituir los fosfatos por una cadena
hidrocarbonada.

Asi pues, tanto el fragmento nucleosidico como la cadena fosfatada seran
estructuras constantes en todos los ligandos que expondremos a continuacién, ya
gue las glicosiltransferasas se encargar de transferir el grupo azucarado del ligando,
mientras que el resto de la molécula se encuentra coordinada al centro activo de la
proteina.

Lo que conseguimos con este estudio es reducir en gran medida el niamero de
compuestos que habria que preparar en el laboratorio, y de los posibles ligandos
gue realmente fuesen exitosos, llevar a cabo una seleccion que nos proporcione el
mejor de todos ellos.



Dado el tiempo que conlleva preparar toda una serie de ligandos, lo laborioso que
resulta obtenerlos y ademas el coste econémico que supone, no solo el sintetizarlos
sino después realizar los ensayos experimentales y estudios posteriores con la
enzima, la idea de poder llevar a cabo todos estos pasos mediante simulaciones
resulta muy atractiva.

De esta manera, se reduce asi en tiempo y en coste econdémico el trabajo para
proponer y disefiar futuros inhibidores tanto de la 6EYT como de otras proteinas.

Método y obtencién de resultados

Existe un cierto protocolo consistente y bien desarrollado que permite obtener
resultados fiables y que vamos a exponer a continuaciéontt.

Preparacion de la proteina

El primer paso es conseguir un fichero informatico que contenga la estructura
cristalina de la proteina. Este archivo, denominado PDB (por sus siglas en inglés
Protein Data Bank) se descarga de una pagina web que aloja cientos de archivos
similares.

Una vez se abre el archivo con el programa Maestro se observa algo como esto:

Job prefix: prepwizard Host: |localhost (12) ~
Display hydrogens: - 'None (_Polar only (® All ligand, polar receptor Al

Import and Process | Review and Modify ~ Refine

Import structure into Workspace

PDB:
Include Diffraction data Biological unit

Import structure file: | Browse.
Preprocess the Workspace structure

Align to:
v Assign bond orders v|Use CCD database
v Add hydrogens v/ Remove original hydrogens
V| Create zero-order bonds to metals
¥ Create disulfide bonds
v Convert selenomethionines to methionines
V' Fill in missing side chains using Prime

Fill in missing loops using Prime

v Cap termini

v Delete waters beyond | 5.00 |3 A from het groups
V' Generate het states using Epik: pH: 7.6 | +/- 2.8
Preprocess

Figura 9.Proteina sin tratar Figura 10 Asistente de preparaciéon

Esta es la forma de la proteina cruda, es decir, sin haber sido tratada. No podemos
comenzar a trabajar con la proteina en esta forma porque los calculos no van a ser
exactos y los resultados distaran mucho de los reales.

Como hemos citado con anterioridad, vemos que la proteina tiene dos subunidades
claramente diferenciadas, que llamaremos cadenas A y B. La cadena A sera la
cadena con la que vamos a trabajar, que contiene el centro activo de la proteina.



Para realizar el tratamiento necesario, el programa cuenta con una herramienta
llamada PrepWizard (Asistente de preparacion), que nos permite, entre otras cosas,
quitar los hidrégenos originales para que el programa los ponga donde debe, afiadir
los Ny C terminales (Cap termini).

@ Protein Preparation Wizard - [m] x @ Protein Preparation Wizard - [m}
Job prefix: Host: |localhost (12) ~ Job prefix: |prepwrizard | Host: | localhost (12) ~
Display hydrogens: ) None () Polar only ® Al ligand, polar receptor () All Display hydrogens: () None () Polar only @) All ligand, polar receptor () Al
Import and Process Review and Modify  Refine Import and Process Review and Modify Refine
[Analyze Workspace H-bond assignment
Fit on select [] Display selection only [] Pick Delete Sample water orientations
Select Hets/Waters within[5.0 A of sslectad chains L use crystal symmetry
[] Minimize hydregens of altered species
Select Lone Waters| | Invert Selection ® Use PROPKA pH: 7.0 |1 Label pas
Chain Name Water No. Chain Residue N ~ O use simplified rules pH: *  Verylow ' Low (@) Neutral ( High
A 1 A 501 Optimize
5 B A 31 Interactive Optimizer...
3 A 534 Remove waters
4 N a8 Remove waters| with less than |3~ | H-bonds to non-waters
Restrained minimization
5 A 551
© Converge heavy atoms to RMSD: A
- gehesey
[ Hydrogens only
~
Het No. Het Name Force field: [OPLS3e || customize... [ use custemized version
1 A:T0D (401) Minimize
2 410D (402)
3 A:MN (403)
4 AUDP (404)
5 ANDG (403)
6 B:10D (401) 9
Generate States pre70 [+-zo |
View Problems.... Protein Reports... |Ramachandran Plot... View Problems...| Protein Reports...| Ramachandran Piot...
Reset R
7

Figura 11 Figura 12

Desde aqui podemos eliminar todos los elementos que no seran necesarios para los
célculos, desde la cadena B de la proteina hasta las aguas residuales, atomos de
yodo.

Finalmente, minimizaremos la proteina para que la configuracion adoptada sea la
gue el programa utilice para realizar los calculos. La herramienta EPIK que se
encuentra implementada en Maestro se encargara de protonar de forma correcta los
aminoéacidos, ademas de eliminar las posibles aguas que no se hayan quitado antes.
El campo de fuerza OPLS afadira las cargas.

Tras el refinamiento de la proteina, podemos superponer la proteina original con la
gue hemos obtenido después del tratamiento para ver los posibles cambios
conformacionales.
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Glide v generacién de la Grid

El siguiente paso es generar la Grid, que nos permite fijar la zona de inhibicion de la
proteina, esto es, el centro activo'?. Para ello, el programa utiliza la herramienta
Receptor Grid Generation (Glide). El software Glide que ya viene incorporado en
Maestro utiliza una serie de criterios que permiten buscar distintas posiciones para
un ligando en un sitio de unién (centro activo).

A medida que el ligando se va acercando a este centro activo va adquiriendo
distintas conformaciones de minima energia, que después son examinadas para
poderse orientar de manera adecuada.

El programa genera un cubo como el mostrado en la figura 14 con un eje de
coordenadas en el interior que indica la orientacion del mismo. En el origen de
coordenadas se sitta el ligando original que viene unido a la proteina, ya que ahi es
donde se deberan unir los nuevos ligandos que carguemos al programa.

Las dimensiones de la caja son acordes con el tamafio del ligando que queremos
introducir.

Figura 14

Figura 13

La Grid ha sido centrada en la ribosa (sitio A). Una vez tenemos la Grid generada,
vamos a insertar los ligandos en el programa y tratarlos para realizar el docking.
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Preparacién de los ligandos

La obtencion de las estructuras de cada ligando se obtienen dibujdndolas con ciertos
programas informaticos. Aunque Schrddinger trae la opcion de poder dibujarlas in

situ, es mas sencillo utilizar otro tipo de software como GaussianView o, en este
caso, ChemDraw Proffesional.

Una vez dibujadas (ver anexos), obtenemos el c6digo SMILES para poder cambiar
el formato de los archivos creados a otro que Maestro entienda (PDB).

Al igual que la proteina, los ligandos no pueden ser introducidos directamente en el
programa para lanzar el docking, sino que requieren una preparacién para
adecuarlos a las condiciones en que hemos dejado la proteina.

Para el tratamiento de los ligandos Maestro nos ofrece distintas opciones. En
particular, dado que los ligandos con los que estamos trabajando contienen residuos
azucarados, utilizaremos dos herramientas integradas en el programa: EPIK y
Macromodel.

@ Minimization @ Epik — O %
Use structures from:  Workspace (included entries) - Use structures from: Workspace (7 included entries) = ||
TS Analysis mode:
Potential Constraints (0) Substructure Mini Compari (O Query only @ Predict states () Sequential pKa values
Force field: | OPLS3e + || customize... | (] Use customized versi Solvent: H2O + pH:+,|"-
Restrain bonds to metals around input geometry [ tnclude original ionization state
Solvent: | Water pka parameter file {uptional]:| | Browse...
Electrostatic treatment: |Constant dielectric Generate tautomers [_| Include original tautomer
Dielectric constant: |1.0 Tautomer parameter file (nptional):|:| Browse...

Charges from: | Force field -
Cutoff: | Extended -

[] Add metal-binding states

Metal binding parameter file (optional): Browse...
Van der Waals: 2.0 Maximum number of output structures:per molecule
Electrostatic: |20. 0
H-bond: | 4.0 Job name:|epik_|igandos_2 |§ - Fun
Debugging Options: I:I Host=localhost:1, Incorporate=Append new entries as a new group ?

Read Potential Settings From Command File...

Figura 16

Job name: |1r;' nim ligandos

MacroModel: Minimization, Host=localhost:12 Subjobs=1, Incorporate=)

Figura 15

La herramienta EPIK, que hemos utilizado antes, nos permite generar los estados de
protonacion adecuados, eligiendo el rango de pH que consideremos apropiado.
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Por otro lado, la herramienta Macromodel nos permite minimizar los ligandos y
dejarlos en la conformacion de menor energia, utilizando un campo de fuerza
OPLS3e.

Tras este tratamiento previo, Maestro nos devuelve una entrada en el fichero
indicando cémo han quedado los ligandos (disposiciébn espacial, estado de
protonacion...).

En la figura 17 podemos observar como algunos ligandos apenas cambian de
conformacién, mientras que otros modifican su orientacion para ajustarse mejor al
centro activo.

Figura 17. Disposicidn de los ligandos tras el Macromodel

Incorporacion de los ligandos

Como ya hemos comentado anteriormente, la estructura de los ligandos presenta un
fragmento comun que se debe mantener, ya que el ribonucledsido es la moiety
donde se produce y mantiene la interaccion con el centro activo de la proteina.

En los seis primeros ligandos hemos modificado el residuo del azucar para ver cOmo
interacciona éste con el centro activo, veremos si cambiando la polaridad,
impedimentos estéricos y grupos funcionales podemos lograr una unién mejor al sitio
catalitico de la proteina.

Respecto a los dos ultimos ligandos, hemos optado por modificar en uno la cadena
fosfatada, sustituyéndola por una cadena carbonada de menor polaridad. Ademas,
incluimos también el ligando original, ya que realizaremos un docking con la proteina
original sin el ligando para ver el score entre el ligando cristalizado y la enzima.
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Lanzamiento del Docking

El docking®® es paso fundamental en la simulaciéon computacional. El objetivo que
nos permite cumplir esta herramienta es predecir el modo en el que un ligando
(sustrato) se va a orientar espacialmente (conocido comunmente como las “poses”)
para interactuar después con el sitio catalitico de la proteina en cuestion.

Para ello, necesitamos siempre dos tipos de informacion: la correspondiente a la
estructura de la proteina o molécula que va a acoger al sustrato y la informacion
necesaria sobre el sitio activo de la misma.

Existe una amplia diversidad de algoritmos disponibles en los que basar los calculos
de docking, clasificados de acuerdo a la serie de criterios que utilizan para predecir
la conformacién y después valorar la interaccién mediante una scoring function®?,
tema que abordaremos mas adelante.

Algoritmo Objetivo

Local Move Monte Carlo (LMMC) Blusqueda estocastica
LUDI Basado en fragmentos
Genetic algorithm Busqueda estocastica
Molecular dynamics Para refinar tras el docking

Tabla 1. Algunos modelos para realizar el docking

Maestro incorpora distintos métodos de docking que podemos elegir de acuerdo a la
necesidad del proyecto. Optamos por elegir el método XP (extra-precision), que,
aunque necesita mayores tiempos que el método SP (standard-precision) es mas
potente y capaz de discriminar con mayor fiabilidad.

Aunque normalmente este método es mas adecuado usarlo como paso posterior a
un docking con SP, debido a que hemos trabajado con ocho ligandos en total no es
necesario este paso previo.

Ligands  Seftings  Core Constraints ~ Torsional Const Ligands Settings Core Constraints Torsional Constraints
Precision: | 5P (standard precision) - File type:
Write XP descriptor information (® Pose viewer file (indudes receptor)
Ligand sampling: | Flexible - (O Ligand pose file (excudes receptor), in | Masstro format
Sample nitrogen inversions [ Limit the number of poses to report: 0 :
Sample ring conformations Write out at most: poses per ligand
[ sample macrocycles using Prime. Non-macrocycle ligani Perform post-docking minimization
L] Include input ring conformation Number of poses per ligand to include:

Bias sampling of torsions for:
(O Al predefined functional greups

Threshold for rejecting minimized pose: |0.50 & | kealfmol
(® Amides only: | Penalize nonplanar conformation + [ Apply strain correction terms
) Mone Write per-residue interaction scores

Figura 18
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Maestro nos permite incorporar todos los ligandos al mismo tiempo y lanzar el
docking con todos ellos, lo que resulta menos laborioso que hacerlo de uno en uno.
Una vez ha acabado, el programa crea una nueva entrada.

Title Ligandos_sin_tratar (8)

Epik_ligandos (12)

BEYT
BEYT - preprocessed

GEYT - minimized ligandos_minimizados (12)

P Ligandos_sin_tratar ..

4 vYYVYYyY

docking_glide_con_original (11)
UDP_NACGlu

B Epik_ligan
P ligandos_
w docking_glide_con_... 20Htrans

20Hcis
30Htrans
30Htrans
CicloO

Firlam

Figura 19

Scoring function

Un aspecto muy importante referente al propio docking es la scoring function, que
nos devolveran en forma de valores numeéricos la calidad de la interaccion
producida. Aunque existen cuatro tipos de funciones, aqui presentamos tres de
ellas®:

e Force field scoring function: tiene en cuenta las interacciones fisicas como
las fuerzas electrostaticas, de Van der Waals, fuerzas de torsion de los
enlaces e incluso las entalpias de solvatacion

e Empirical scoring function: esta funcion considera las interacciones iénicas,
puentes de hidrégeno y los fenbmenos de superficie de contacto entre la
enzima y el ligando. Los coeficientes de la funcion se obtienen mediante
métodos de regresion lineal. Suelen ser mas rapidos que los anteriores (la
Glide que hemos utilizado esta basada en éste método).

e Knowledge-based scoring function: utiliza grandes bases de datos (como
el Protein Data Bank) desde donde toma observaciones estadisticas. Aquellas
interacciones mas habituales encontradas en estos repositorios de datos son
a las que confiere mayor puntuacion.

15



Discusién de los resultados del docking

Los célculos que han sido realizados como se describe en el apartado de los
meétodos computacionales pueden visualizarse desde la Project Table (figura 20) del
programa. Una vez ahi, podemos indicar al software que nos clasifique los ligandos
de acuerdo al criterio que queramos, por ejemplo, podemos ordenarlos de acuerdo a
su energia, a la puntuacién de las poses individuales y de su glide score (tabla 2).
Este ultimo es uno de los dos criterios que utilizaremos en el trabajo para valorar lo
bien que el ligando interactia con el centro activo, comparandolo con el ligando
natural que venia cristalizado, siendo el otro los mapas de interacciones que se
describen mas abajo.

] Group entres by property before soting... Ligando Glide gscore
[ sort Entries (puntuacién)
Choose properties and set directions for sequential sorting. 7 had UDP NAcGlu -22.566
Property Direction 2 OH trans -20.475
Sort by gide gscore  ascending 2 OH cis -18.920
then by docking score  ascending 3 OH trans (conf1) | -18.788
then by gide energy  ascending 3 OH trans (conf2) | -18.714
then by XPPoseRank  ascending CicloO (conf 1) -18.311
CicloO (conf 2) -18.185
20Bn -12.655
Figura 20 3BnO -4.244
3BnO carbonado -0.618
Tabla 2

La tabla 2 es la salida generada por el programa tras haberle pedido el score. Los
numeros correspondientes a cada ligando vienen a agrupar una serie de factores,
desde términos de interaccion lipéfila-lipdfila, puentes de hidrégeno, penalizacion de
enlaces que rotan o no, fuerzas de Van der Waals, electrostaticas...entre otras. Las
funciones citadas arriba (scoring functions) conceden a cada uno de estos
pardmetros un valor determinado, y evallan la presencia 0 no de todas estas
contribuciones generando un resultado final, esto es, la glide gscore para cada
ligando.

Asi, todos esos valores nos dan una idea la afinidad entre el centro activo de la
enzima y el ligando que aproximemos. En el apartado Incorporacion de los ligandos
ya indicamos que hariamos el docking con el ligando original. Este es el motivo por
el que lo hemos hecho, de lo contrario, no tendriamos un valor de referencia, y no
podriamos medir la calidad de nuestros resultados sin algo con qué compararlo.
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Maestro nos permite crear nuevos criterios para ordenarlos, y uno interesante es el
del peso molecular. Es interesante porque podemos después crear un grafico de
dispersion en el que representemos la puntuacion (glide score) frente a la masa de
cada ligando.

Para ello, creamos un eje de coordenadas donde colocamos, en el eje de ordenadas
la puntuacion de la glide (glide gscore), y en el eje de abscisas ponemos las masas
moleculares (molecular weight).

0 Figura 21

(m) e *  ligando 3BnO

|

o
1
-
o
5

[ ] -1z25

glide gscore
glide gscore

-15 -15.0 Ligando 20H cis

3/ -175
a0 L] Ligando 20H trans
®___—__________. -200
®

500 600 700 800
Molecular weight

> Ligando UDP NAcGlu

Debe observarse que a pesar de que el docking fue realizado con la entrada de los
ligandos minimizados (que incluia los ocho ligandos originales mas las poses
generadas de minima energia) algunos de los calculos originan valores tan similares
entre si que aparecen superpuestos en la figura 21.

Observamos entonces que cuanto mayor es el valor del gscore en términos
absolutos (o cuanto mas negativo) mejor es la interaccion que el programa concede
al ligando.

De todos los ligandos propuestos, vemos que los que mejor puntuacion adquieren
en la tabla 2 son los ligandos 20Htrans, 20Hcis, 30Htrans y el CicloO.

Estudiaremos de manera mas exhaustiva como interaccionan dichos ligandos con
los residuos del centro activo de la 6EYT, ademas de considerar el ligando natural,
gue tomaremos como referencia para ver qué cambios son los que han llevado a
una union mas o menos intensa.

Ligando original: interaccién con el centro activo

Dado que los sitios B y C de la figura 8 son constantes a lo largo de todos los
ligandos, estudiaremos una sola vez las interacciones que se producen en tal caso y
después abordaremos los residuos azucarados del resto de los ligandos.
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Puentes de Interacciones | Puentes | Contactos
hidrégeno m—TT salinos
ASN 259 GLU 258 TRP 52 ARG 335 | SER 332 TYR 224
SER 333 PHE 190 Mn SER 333 PHE 190
TRP 334 TRP 334 GLN 51
ARG 335 ARG 335 TRP52
TYR 75 ASP 228 PHE 53
PHE 53 ALA 227 GLU 54
ASP 191 ASP 226 ARG 55
BTN s Maestro nos permite visualizar

en 2D el ligando de trabajo,

o9 _Cg_ A @ asi como los residuos de
- \_ /TN ATTE aminoacidos que lo rodean.

La tirosina 75, serina 332, serina 333, triptofano 334 y arginina 335 forman puentes
de hidrégeno con los oxigenos de la cadena fosfatada. Ademas, la arginina 335
también forma dos puentes salinos con los oxigenos cargados del segundo fosfato
(mas externo).

El triptéfano 52 y la fenilalanina 190 entran a formar una interaccién —r con el anillo
de uracilo.

El fragmento del ligando que no tiene aminoacidos alrededor estd expuesto
directamente al disolvente (agua).

Ligando 20H trans

La formacion de puentes de hidrogeno con el ligando es sensiblemente mayor, ya
gue, a pesar de introducir dos grupos hidroxilo nuevos (los que se encuentran en la
pirrolidina) solo uno participa en estas interacciones. El nitrégeno del ciclo, que al pH
de trabajo estd protonado, también entra a formar parte de interacciones tanto por
puente de hidrégeno como por puente salino.
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El resto de interacciones son las correspondientes

comentadas en el apartado anterior.

al sitio D del ligando, ya

Puentes de Interacciones | Puentes Contactos
hidrégeno n-m salinos

TYR 75 TRP 52 ARG 335 SER 332 TYR 224
SER 333 PHE 190 Mn SER 333 PHE 190
TRP 334 ASP 226 TRP 334 GLN 51
ARG 335 ARG 335 | TRP 52
ASN 259 ASP 228 PHE 53
PHE 53 ALA 227 GLU 54
ASP 191 ASP 226 ARG 55
GLN 51 TYR 228

ASP 191

ASN 259

Es el ligando que mejor compite con el ligando original, ademas Maestro solo gener6

una pose para el mismo.

Ligando 20H cis

Aqui las interacciones por puente de hidrégeno son notablemente diferentes. Vemos
la formacion de enlaces de hidrégeno entre los dos grupos hidroxilo de la pirrolidina
y los residuos ASP 191 y ASN 259, mientras que en el isémero trans solo uno de los
hidroxilos los formaba. Ademas, ninguno de los protones unidos al atomo de
hidrégeno de la pirrolidina forma ahora puentes de hidrogeno, ya que no tiene
ningun residuo de aminoacidos cerca (ver anexos). Las interacciones —1T son las
mismas que en el ligando original, y el numero de contactos con los aminoacidos
adyacentes es algo menor, lo que deja expuesta una parte del ligando.
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Puentes de | Interacciones Puentes Contactos

hidrégeno n-m salinos

TYR 75 TRP 52 ARG 335 SER 332 TYR 224
SER 333 PHE 190 Mn SER 333 PHE 190
TRP 334 ASP 226 TRP 334 GLN 51
ARG 335 ARG 335 TRP 52
GLN 51 ASP 228 PHE 53
PHE 53 ALA 227 GLU 54
ARG 55 ASP 226 ARG 55
GLN 51 TYR 228

ASP 191

ASN 259

Ligando 3 OH trans

El caso de este ligando requiere un tratamiento adicional, ya que Maestro nos ha
generado dos salidas a la hora de minimizarlo y, por tanto, dos posibles
configuraciones a la hora de realizar el docking. Vemos que en una de las poses el
ligando adopta una configuracion similar a la del ligando original, mientras que en la
otra adquiere una disposicidon mas alargada.

También es interesante notar que en una de las dos conformaciones el nitrégeno de
la pirrolidina esta protonado y en otra no, lo que permite a la conformacion 1 formar
un puente salino adicional con la asparagina 325 (ver anexo)

HO

Conformacion 1

Py

,,,,,,,

Conformacion 2

20



Aunque la pirrolidina consta ahora de tres grupos hidroxilos, solo dos de ellos forman
enlaces de hidrégeno (con GLU 258 y ASN 259). Uno de los hidroxilos de la ribosa
forma un enlace de hidrégeno con GLN 51. Vemos que se forma un puente salino
adicional respecto del ligando 20H. La puntuacion que el programa le otorga es algo
menor que para el ligando 20H (tanto el cis como el trans).

Puentes de | Interacciones Puentes Contactos

hidrégeno n-m salinos

SER 332 TRP 52 ARG 335 SER 332 TYR 224
SER 333 PHE 190 Mn SER 333 PHE 190
ARG 55 ASP 226 TRP 334 GLN 51
ARG 335 ASP 325 ARG 335 TRP 52
GLN 51 ASP 228 PHE 53
PHE 53 ALA 227 GLU 54
ARG 55 ASP 226 ARG 55
ASN 259 GLY 260 ASN 259
GLU 258 GLU 258 SER 249
TYR 75 ARG 194

Ligando CicloO

Para este ligando también se nos han generado dos salidas en el fichero, si bien es
cierto que ambas encajan considerablemente peor en el centro activo que los otros
tres presentados arriba. El nimero de interacciones por puente de hidrégeno es
menor, ya que solo se forma un puente entre el proton unido covalentemente al
nitrogeno de la pirrolidina y el residuo ASP 226. Existe puente de hidrogeno
adicional entre uno de los oxigenos del fosfato 1y TYR 75.

Por otro lado, tanto los puentes salinos como las interacciones 1-1T son las mismas
gue en el ligando original, no se produce ninguna mas. Existen dos motivos por el
gue el ligando presenta menores interacciones entre el sitio A y el entorno del centro
activo. La primera es la inferior polaridad de la pirrolidina modificada, ya que no
puede actuar como donor de hidrégenos para formar puentes (salvo por el proton del
nitrégeno). A su vez, aunque podria aceptar hidrogenos por los atomos de oxigeno
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del éter ciclico, no existen cerca aminoacidos polares capaces de entrar a formar
parte de tales interacciones.

El segundo motivo es de caracter configuracional,

esto es, la disposicion en el

espacio del ligando hace que el sitio A se encuentre algo mas alejado del centro
activo de lo que deberia, por lo que una parte del ligando no esta en contacto con
ningun residuo.

sEy
B,
1] \

Configuracion 1

W

s
‘225;1

N MET

Configuracion 2

A.‘
HID kL
247

SER
249

/ m
LYS 26[

ASN
259

=)
258

La configuracion 1 puede formar un puente de hidrégeno adicional con el proton del
nitrégeno de la pirrolidina, sin embargo, la configuracion 2 no puede, y tal como se
ve en la tabla de scoring (tabla 2) tiene una puntuacion menor.

Puentes de | Interacciones Puentes Contactos
hidrégeno n-n salinos
ARG 55 TRP 52 ARG 335 SER 332 ARG 55
SER 333 PHE 190 Mn SER 333 PHE 190
TRP 334 TRP 334 GLN 51
ARG 335 ARG 335 TRP 52
GLN 51 GLU 54 PHE 53
PHE 53 TYR 224 TYR 75
ASP 226 ARG 55 GLU 258
TYR 75 ASN 259 GLY 260
ASP 191 ARG 194
TYR 224 TYR 75
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En cuanto al resto de ligandos (3BnO, 3BnO carbonado y 20Bn) se ha optado por
no estudiarlos a fondo debido a que la puntuacién obtenida dista mucho del gscore
del ligando original y también de los otros ligandos anteriormente expuestos.

Asi pues, utilizando tanto los entornos quimicos de los inhibidores en cada docking
correspondiente  como nuestro conocimiento quimico, conocemos de manera
cualitativa aspectos sobre la estructura quimica que deben tener los ligandos para
considerar prepararlos en el laboratorio.

Si a esto le sumamos la informacion cuantitativa que Maestro nos da, a través de la
glide gscore principalmente, podemos crear una idea muy aproximada sobre como
dirigir la sintesis de inhibidores.
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Conclusiones

De los distintos ligandos propuestos, observamos que el ligando 20H trans es el que
mejor interactta con el centro activo de la enzima, descartando el ligando original.
Este ligando introduce un puente de hidrégeno adicional en el residuo azucarado,
donde el OH en trans interacciona con el nitrdgeno 2 de la glutamina, lo que le
aporta una estabilidad adicional frente al ligando natural. Se produce también un
puente salino con la asparagina, mientras las interacciones propias de la cadena
fosfatada, la ribosa y del UDP son iguales, lo que indica que el sitio D (figura 8) se
mantiene donde debe estar, y es el azlcar el que cambia de posicién para ser
transferida.

Podrian considerarse otras modificaciones tanto en el nucleésido como en la cadena
fosfatada, sin embargo hemos visto que disminuir la polaridad de dicha cadena no
mejora en absoluto los resultados del docking ni la puntuacion obtenida en el glide
score.

Los datos indican pues, que la mejor alternativa es mantener el nucleotido y la ribosa
tal como el ligando natural las presenta, y dejando la cadena fosfatada intacta,
modificar solamente el residuo azucarado, jugando tanto con la polaridad como con
el tamafio. Asi, tenemos ligandos como el cicloO, en los que el azucar presenta una
muy baja polaridad en comparacion a otros ligandos, y la puntuacion del gscore es
inferior a otros donde se mantienen las interacciones hidrofilicas.

Estos resultados, obtenidos gracias al uso de la quimica computacional, nos han
permitido estudiar la capacidad inhibitoria de una familia de ligandos de estructura
concreta, ahorrdndonos un coste tanto econémico como en tiempo.
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Anexos
Algunas definiciones de interés

Glic6sido: son compuestos formados por la unidon entre un azucar simple
(como la glucosa) y otra molécula mediante un enlace glicosidico

Enlace glicosidico: es un tipo de enlace covalente por el que se unen un
azucar y otra molécula, que puede ser o no un carbohidrato. Si bien el enlace
mas habitual incluye un atomo de oxigeno (enlace O-glucosidico) otros atomos
como el de nitrégeno, azufre o carbono también ocurren de forma natural.

Glicosiltransferasas: son un conjunto de enzimas que catalizan la formacion
del enlace glicosidico para generar un glicésido, utilizando azucares fosfatados
(activados) como donores y grupos nucleofilicos como aceptores.

Efector: son proteinas secretadas por bacterias patogénicas al interior de la
célula a la que infectan.

Docking: método de la quimica computacional que tiene por finalidad predecir
la conformacion de una molécula y su posterior unidn con otra para formar un
complejo estable.

Scoring function: son funciones matematicas usadas para predecir la afinidad
de union entre dos moléculas (enzima y sustrato) tras haberse realizado un
docking.
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Tabla de los aminoacidos de acuerdo a su estructura

OH OH SH
B . H.L X L
-9
HzN™ "COCH HaN~ "COCH = HNT TCOOH HgN~ ~COOH HaN”~ “COOH
Glycine (Gly, G) Alanine (Ala, A) ; Serine (Ser, S) Threonine (Thr, T} Cysteine (Cys, C)
MW: 75.07 MW: 89.00 MW 105.09, pK, ~ 16 MW: 119.1, pK, ~ 16 MW: 121.2, pK, =818
S/
=
g N
E HaN~ “COOH HaN"~ “COOH HoN" “COOH H,N"" “COOH o CooH
E Valine (Val, V) Leucing (Leu, L) Isoleucine (lle, 1) Methionine (Met, M) Proling (Pro, P)
MW: 117.1 MW: 131.2 MW: 131.2 MW: 149.2 MW: 115.1
O, OH
OH o
/(LLOH
HazMN COOH HzN COCH HaM HaMN COOH HzMN COOH
Phenylalanine (Phe, F) Tyrosine (Tyr, Y) Tryptophan (Trp, W) Aspartic Acid (Asp, D) Glutamic Acid (Glu, E)
MW: 165.2 MW: 181.2, pK, =10.46 MW: 204.2 MW: 133.1, pK, =39 MW: 1471, pK, = 4.07
HoN . . NH,*
NH ¥ h
Q, MNH 2 NH
fl\ = f\/
HzN~ ~“COOH 2 COOH HgN~ “COCH H,N~ ~COCH
Asparagine (Asn, N) Glutamine (Gln, Q) Histidine (His, H) Lysine {Lys, K) Arginine (Arg, R)
MW: 132.1 MW: 146.1 MW: 155.2, pK, = 6.04 MW: 146.2, pi, = 10.79 MW: 174.2, pK, = 12.48

No solo la polaridad es importante a la hora de observar las interacciones ente
el inhibidor y los residuos que le rodean. Otros aspectos como los puentes
salinos, interacciones electrostaticas o los apilamientos-m pueden producir

uniones intensas.
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Entorno quimico de los ligandos estudiados durante el docking.

Ligando 20H trans

259

Ligando 20H cis
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Ligando 30H trans
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