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RESUMEN

Las quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) juegan un papel importante en la
regulacién de la divisién del cicle celular, lo que supone una prometedora diana
para el desarrollo de nuevos agentes lerapéuticos frente al cancer. Se ha realizado
un gran esfuerzo durante los ltimos afios en la bisqueda de pequenas moléculas
que pueden actuar como inhibidores quimicos de las CDKs. Estos inhibidores
bloquean la progresién del ciclo celular y presentan una interesante actividad
antitumoral.

La butirolactona I, un producto natural aislado de Aspergillus terreus, que ha
mostrade aclividad antiproliferativa frente a carcinoma de colon vy de pancreas en
lineas celulares. Se comporta como un inhibidor competitivo del ATP, maostrando
alta afinidad vy selectividad frente a CDK1 (cdc2) y CDK2. Debido a la complejidad
de la estructura de dicho compuesto, no se¢ conoce bien su modo de unidn a la
diana farmacolégica.

Medianic técnicas de modelizacién molecular, hemos llevado a cabo un estudio
que nos ha permitido proponer un modo de unién de dicho compuesto a su diana
farmacolégica. El complejo de mas baja energia obtenide por este procedimiento
fue posteriormente sometido a una simulacién de dindmica molecular en presen-
cia explicita del disolvente en torno al sitio de unién del ligando. El andlisis de
dicha simulacién indica la formacién de un complejo esiable, que proponemos
como posible modo de unién, y que ha servido como base para el disefio racional
de otros ligandos que han sido sintetizados en nuestro laboratorio.

" Premio Normon 2002 de la Real Academia Nacional de Farmacia.
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ABSTRACT
Theoretical study of the binding mode between CDK2 and butirolactone I.

Cyclin dependent kinases {CDKs) play a central rolec in the regulation of the cell
division cycle, which makes them a promising target for the development of the-
rapeutic agents in cancer. Efforts have been made in the last few years in the
search for small molecules that can act as chemical inhibitors of CDKs. These
inhibitors block cell cycle progression and display interesting antitumor activilies.

Butirolactone I, a natural product isolated from Aspergillus terreus, has shown
antiproliferative activity against colon and pancreatic carcinoma cell lines; it be-
haves as an ATP competitive inhibitor, displaying a high affinity and selectivity
towards CDKI {cdc¢2) and CDK2. Due Lo the structural complexity of this com-
pound, little is known about its binding mode to the pharmacological target.

In this work, computer-based design techniques have been used to study the
binding mode of butirolactone I to CDK2. The lowest energy complex predicied by
these means was later submitted to molecular dynamics simulations in the presen-
ce of solvent around the ligand’s binding site. The analysis of this simulation
indicates the formation of a stable complex, which we propose as a possible bin-
ding mode. This has been used as a starting point for the rational design of other
ligands that have been synthesized in our labaratory.

Key words: Molecular modelling.— Docking.— CDK2.— Chemical inhibitor.

INTRODUCCION

Cualquier accién farmacolégica tiene su inicio en la formacién
de un complejo entre el farmaco v su sitio receptor en la macromo-
lécula biolégica diana. Por lo tanto, la especificidad de la respuesta
a un farmaco dado viene determinada en gran medida por la capa-
cidad de los distintos receptores celulares para reconocerlo como
agonista 0 antagonista y provocar o no una respuesta (1).

Este proceso de reconocimiento molecular tiene lugar tanto entre
farmacos v receptores, sustratos y enzimas o entre las llamadas mo-
léculas huéspedes (guest) v hospedadores (host) que han abierto
nuevas perspectivas en la denominada quimica supramolecular (2),
por lo que de forma general nos referimos a los complejos ligando-
receptor.
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En consecuencia, el receptor debe ser contemplado como un sitio
capaz de distinguir entre posibles ligandos, v moléculas que no
poseen afinidad de unién.

El disefio y sintesis de nuevas sustancias capaces de interaccio-
nar con receplores especificos es el objetivo prioritario de la Quimi-
ca Farmacéutica. Hasta hace poco tiempo estas sintesis se realiza-
ban al azar, o en el mejor de los casos guiadas por el estudio mas
0 menos cuantitativo, del efecto que diversas modificaciones intro-
ducidas en la estructura de distintos farmacos o ligandos, ejercian
sobre una determinada accién farmacolégica. En gran medida esio
era la consecuencia del desconocimiento existente sobre la estructu-
ra de los receptores.

En los tltimos afios el panorama ha cambiado gracias al avance
de diversas disciplinas, que han hecho posible la identificacién de nu-
merosas macromoléculas diana y en algunos casos de la elucidacién a
nivel atémico de su estructura y la de sus complejos con ligandos.

A medida que se fueron cristalizando y analizando complejos
macromolécula-ligando, se fueron estableciendo las caracteristicas
generales de la unién ligando-receptor. Pronto se puso de manifiesto
que el ligando se mantiene en posicién debido a las interacciones
con los diferentes grupos del receptor, grupos que en el caso de las
proteinas pueden estar ampliamente dispersos en la secuencia de
aminoacidos. También se aprecié que una funcién importante de la
estructura molecular en su conjunto es precisamente mantener estos
grupos en la orientacion relativa adecuada para delinir las caracie-
risticas de la cavidad y constituir un sitio de unién especifico. Las
contribuciones individuales de cada grupo a la energia total de unién
pueden ser débiles, pero la suma de todas ellas puede hacer que un
ligando se una muy firmemente. Como consecuencia de esta interac-
cién, pueden aparecer cambios alostéricos que, por ejemplo, en el
caso de las enzimas, o incluso en el de la hemoglobina, son de im-
portancia fundamental para comprender el mecanismo de accién de
la proteina.

La simulacién de la interaccion de un fArmaco con su receptor es
un problema en el que se hallan implicadas muchas fuerzas de aso-
ciacién intermolecular: hidrofébicas, dispersién o de Van der Waals,
enlaces de hidrégeno y electrostéticas.
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Las fuerzas que mas participan en la unién parecen ser las inte-
racciones hidrofébicas, pero la especificidad en la unién parece estar
controlada, fundamentalmente, por los enlaces de hidrégeno v las
interacciones electrostaticas.

La simulacién de las interacciones intermoleculares en un com-
plejo ligando-proteina resuita dificil, ya que existen una gran canti-
dad de grados de libertad e insuficiente conocimiento del efecto del
disolvente en la asociacion.

La técnica manual de modelado de complejos ligando-receptor
trata inicialmente a este Gltimo como si fuera rigido, mientras que
la orientacién del ligando se va ajustando tanto por movimientos de
traslacién v rotacién, como mediante giros de enlaces rotables den-
tro del ligando. Esta maniobra de acoplamiento se denomina «dock-
ing», por su analogia con el atraque de los buques en el puerto.

Como el proceso de docking no deja de ser un rompecabezas
tridimensional (3) se han desarrollado algunos métodos que intentan
explorar las diversas alternativas de forma automatizada.

En el proceso de docking de un ligando en su receptor, se intenta
imitar el curso natural de la interaccién del ligando con su receptor
a través de la ruta de minima energia. Normalmente, el receptor se
representa rigido, como ya hemos indicado, mientras que al ligando
se le permiten cambios conformacionales. En casos favorables las
dos moléculas pueden ser aproximadas por los planos que contienen
los centros de interaccién, y luego mover los planos mientras se
calculan las energias de interaccién. Las moléculas se aproximan
fisicamente la una a la otra y la conformacién preferida en el encaje
de las dos moléculas se minimiza.

Localizar los complejos de minima energia ligando-receptor pre-
senta sobre todo el problema de que los receptores poseen formas
complicadas y ajustables y de que existen muchas formas de encajar
un ligando flexible dentro de ellos.

Existen diversos métodos que tratan de resolver este rompeca-
bezas de forma automatizada y que se pueden agrupar en dos ca-
tegorfas (4): a) Los métodos de superposicion, que estan basados en
la complementariedad. El ejemplo mas conocido es el programa
DOCK (5), que primero caracteriza los surcos y las invaginaciones de
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la superficie de la macromolécula que pueden constituir sitios o cen-
tros diana para el ligando (o sitios alostéricos, o sitios sin funcién co-
nocida), los cuales llena con conjuntos de esferas cuyos centros sirven
para crear una imagen negativa del sitic. b) Los métodos basados en
la energia. En ellos se combina un método de exploracién conforma-
cional para el ligando con el calculo de potenciales de afinidad, en los
puntos de una malla tridimensional en la que se encuentra incluida la
macromolécula. Una vez modelado el complejo se utiliza la mecédnica
molecular para obtener la energia de dicho complejo. El ejemplo mas
conocido es el programa autodock (6), una técnica de docking tlexi-
ble, que ha sido la utilizada para la realizacién de este trabajo.

Butirolactona I

La butirolactona-1 [o-o0xo-f-(p-hidroxi-m-3,3-dimetilalilbencil)}-y-
metoxicarbonil-butirolactonal; (C,,H,,0,); fue aislada inicialmente
en 1977 como un nuevo tipo de me-
tabolito procedente del Aspergillus
terreus variedad africanus y pos- o~
teriormente del Aspergillus cepa O
F-25799 (7), ¥ su estructura fue es-
tablecida ese mismo ano (8) me-
diante técnicas de UV, IR, FAB-MS, v
1 H-RMN y 13C-RMN. Sin embar-
go, su actividad biolégica no {ue des-
crita hasta 1993, constituyendo un H,C CH;
interesante ejemplo de descubri-
miento de la actividad de un compuesto natural previamente des-
crito. En estas pruebas se ensayaron diversos productos de micro-
organismos como inhibidores selectivos de CDK1 (cde2) por ensa-
yos in vitro utilizando el complejo ciclina B-CDK1 altamente purifi-
cada procedente de células de ratéon FM3A y de péptido sintético
AKAKKTPKKAKK (Péptido S1} como sustrato especifico, compro-
bandose que un producto presente en la cepa F-25799 presenta-
ba una fuerte accién inhibitoria frente a la CDK1. El inhibidor fue
identificado como la butirolactona I. Posee una interesante acti-
vidad antiproliferativa frente a lineas celulares de carcinoma de
colén v de pancreas. Actia como inhibidor competitivo del ATP,

Butiralactona T
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mostrando ademas una alta afinidad y selectividad frente a CDK1 y
CDK2 (7, 9).

La butirolactona I es un inhibidor que interacciona con el com-
plejo CDK-ciclina a través del sitio de unién del ATP. Inhibe CDKI1
con una IC,; de 0.68 uM y CDK2 con una IC,, de 0.82 uM (10) y es

especifico frente a otras quinasas, incluyendo
H CDK4 (7) (tabla 1).

© En esta tabla se compara la actividad de la
butirolactona frente a la de K252a y estauros-

O O O porina, compuestos que han mosirado una in-
N N teresante actividad inhibitoria frente a diferen-

© tes quinasas. Como se puede observar la

W &
:éc t ! butirolactona mostré una mayor selectividad
med o frente a CDKI.
K252a Las propiedades sefnaladas para este com-
puesto, la potencia y la
selectividad de su accién, han llevado al estu- i
dio de su comportamiento dentro de las prin- N\ =0
cipales lineas de aplicacién terapéutica sefia-
ladas para los inhibidores de ciclinas. ‘ O O
En este sentido, se han desarrcllado estu- N N
dios como el de Nishio y colaboradores, en el O © iy
que se pone de manifiesto el efecto antitumo- H1C_30
ral sobre cancer de higado en diversas lineas ' HN
celulares con valores de IC,, del orden pg/ml, CH;
no observiandose resistencia cruzada a otros Estaurosporina

farmacos (11).

También se ha estudiado el efecto de la butirolactona I sobre la
expresion de los genes de la albimina y la w-fetoproteina (AFP) en
células de hepatoma HuH-7. La butirolactona I inhibe el crecimiento
de las células y detiene el ciclo celular en la fase G2/M (12). Estos
resultados son especialmente interesantes en la lucha contra el car-
cinoma hepatocelular, uno de los canceres mas dafiinos.

Hasta el momento no se ha descrito ningiin otro derivado de buti-
rolactona I que presente dicho perfil de actividad, por lo que constitu-
ye un interesante prototipo para el disefio de nuevos inhibidores de
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TamLa 1. Efecto inhibidor de la butirolactona I frente a varias protein-quinasas,
comparado con los de otros inhibidores. (Valores de 1C;, en pM)

QUINASA Butirolactona 1 K252 a Estaurosporina
CDKl/ciclina B 0.68 1.8 0.0069
CDK2/ciclina A 1.5
CDKd/cictina D Inactiva

CDK5/p* 1.5

PKC 160 1.2 0.0088
AK 260 1.3 1.1
MAPK 94 0.20 0.0069
CKII 240 9.0 15
CKI »390 59 50
Tyr K =590 21 0.43

Proteinquinasa C de ratén (PKC), unidad catalitica de quinasa dependiente de
AMPc bovina (AK), quinasa 42kDa-MAP humana (MAPK), caseinquinasa [ y II
porcina (CK I, CKII) y tirosinquinasa del receptor EGF humano (TyrK).

CDKs, sobre todo si se tiene en cuenta que tampoco se han identifica-
do sistemas similares en screenings generales de quinasas (13).

Debido a que por el momento ningtin grupo de investigacién ha
llevado a cabo la sintesis total del compuesto natural y a la dificultad
que conlleva la obtencién de un complejo estable ligando-proteina
para su posterior caracterizacién mediante técnicas cristalograficas
o de RMN, se carece de datos referentes al complejo que forma la
butirolactona I con CDK1 y CDK2, quinasas por las que ha mostrado
una elevada selectividad y constituye por lo tanto un candidato ideal
para llevar a cabo estudios teéricos sobre su modo de unién con la
CDK2 y un prototipo muy interesante para el disefio de compuestos
de estructura mas sencilla.

CDK2

La CDK2 (quinasa dependiente de ciclina 2) actda en el control
de los procesos que tienen lugar en las fases G, y S del ciclo celular.
Para garantizar una adecuada coordinacién entre todos los procesos
que tienen lugar durante el ciclo celular, es necesario que las CDKs
se encueniren ampliamente reguladas por diferenles mecanismos
cataliticos,
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Ademds se han resuelto las estructuras de los complejo CDK2-
ciclinaA-ATP (14) y CDK2-ATP (14) (figura 1). Este ultimo complejo
constituyen la base del presente trabajo, por lo que a continuacién
se describe brevemente su estructura.

La estructura de la CDK2 se divide en dos l6bulos. El mas peque-
fio, I6bulo N-terminal, consiste en una hoja de 5 laminas B (B1 - B5)
y una gran hélice o (ol); y el mas grande, I6bulo C-terminal, contie-
ne un haz de 4 hélices o (02, a3, 04, 06), una pequeia lamina B y
dos hélices adicionales. El sitio de unién del ATP se encuentra en
una cavidad entre los dos lobulos. La adenina se localiza en un
bolsillo hidrofébico entre la lamina B del I6bulo pequefio y el Loop7
(L7) existente entre B5 y 0:2. Los fosfatos del ATP estan retenidos por
interacciones i6nicas y enlaces de hidrégeno con varios residuos
(Lys33 y Aspl45) y con el esqueleto de amidas del loop rico en
glicinas que esta situado entre Bl y p2. Un oxigeno de cada uno de
los tres fosfatos del ATP contribuye a una coordinacién octaédrica
del i6n Mg”*. Los otros tres ligandos implicados en la coordinacién
son Aspl45, Asnl132 y una molécula de agua (W558) (esquema 1).

Ficura [.  Estructura del complejo cristalino CDK2:ATP (Codigo pdb: Thek).
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Actualmente, se dispone de las coordenadas de las estructuras
cristalinas del complejo formado por la CDK2 humana con isopen-
teniladenina, olomoucina, (15) roscovitina, (16) flavona L868276,
(17) estaurosporina (18) y purvalanol (19). Asi se ha podido demos-
trar que todos estos inhibidores actiian de una forma competitiva
con el ATP, (20) e interaccionan al igual que el ATP, en la cavidad
delimitada por los dos lébulos de la proteina. El analisis de las es-
tructuras de los complejos CDK-inhibidor ha permitido identificar
en la CDK2 varios residuos de aminoacidos, Ile10, Leu83 v Leul 34,
que son los responsables del 40% de las interacciones entre la qui-
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Esquema 1. Representacion esquemitica del modo de union de la molécula de
ATP en el sitio activo de la CDK2 (Cédigo pdb: 1hck)

Cédigo de colores para los esquemas de este trabajo: Residios con enlaces de
hidrégeno. Residuos con interacciones de van der Waals. Moléculas de agua.
Interacciones con el dtomo de magnesio.

Los enlaces de hidrégeno con las cadenas laterales de los aminodcidos se indican
con flechas que salen directamente del recuadro en el que se representa el residuo
correspondiente, mientras que las interacciones en las que participan dtomos de la
cadena principal se muestran representando dicho dtomo en el exterior del recua-
dro v haciendo salir de él las flechas que representan los enlaces de hidrdgeno.
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nasa y los inhibidores. Estos aminoacidos no se conservan en otros
tipos de quinasas, por lo que pueden ser los responsables de la es-
pecificidad de estos inhibidores frente a las CDKs, y de ahi su gran
interés como posibles reguladores del ciclo celular (15). Dos o tres
enlaces de hidrégeno estan constantemente presentes en la relacién
entre los inhibidores mencionados y los residuos Glu81 y Leu83 de
la CDK2 (21).

Si sefialamos los residuos de aminoacidos que estan implicados
en la unién con la CDK2 podremos observar cuéles son las posicio-
nes de esta quinasa que pueden estar involucradas en la interaccién
con los diversos inhibidores y proporcionarnos informacién acerca
de su mecanismo de accién y selectividad.

En el presente trabajo de investigaciéon hemos llevado a cabo un
estudio tedrico de la interaccién de la CDK2 y el inhibidor quimico
butirolactona I. Se ha realizado un analisis detallado de los resulta-
dos obtenidos hasta el momento y teniendo en cuenta que el modelo
de interaccién propuesto se ha realizado manteniendo la proteina
rigida (tratamiento habitual para todos los programas de docking).
La siguiente aproximacién para poder corroborar la calidad dei
método propuesto, ha sido someter los complejos a una minimiza-
cién previa utilizando el programa Amber 5.0. Con el fin de evaluar
los efectos de la flexibilidad de la proteina y del disolvente en torno
al centro aclivo, se ha llevado a cabo la simulacién de dindmica
molecular utilizando el campo de fuerzas de Amber.

MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion de los estudios de docking hemos tomado
como receptor la estructura cristalina de la CDK2 en su complejo
con la molécula de ATP (cédigo pdb = 1hck), que obtuvimos direc-
tamente del Banco de Datos de Proteinas de Brookhaven, (22) y de
la que extrajimos manualmente la molécula de ATP, dejando libre el
centro activo de la protefna para poder introducir en dicho sitio los
diferentes ligandos.
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Preparacion del ligando

La butirolactona I, fue construida mediante el programa de
modelizacién molecular Macromaodel (23) y posteriormente fue so-
metida a un refinamiento de la energia utilizando mecanica molecu-
lar v el campo de fuerzas de Amber (24). La butirolactona I fue
construida en sus dos posibles configuraciones (R y S).

Después del relinamiento inicial, las estructuras se sometieron a
una busqueda conformacional utilizando el programa Batchmin y
el método Monte Carlo (25), en el que los angulos de la geometria
inicial son relacionados y modificados al azar. Una vez generada la
nueva estructura, el propio método la minimiza utilizando el campo
de fuerzas seleccionado {en este caso Amber) y analiza el valor de su
energia, de forma que si este valor es superior a la energia del con-
féormero anterior en mas de 50 KI (valor elegido) la estructura es
rechazada, si la energia es inferior a este margen, la nueva geometria
es aceptada y almacenada.

El programa continta buscando hasta un maximo de 100 confor-
maciones (valor seleccionado); las coloca en orden de menor a mayor
energia y finaliza. El resultado de la blisqueda puede ser entonces
analizado.

El calculo de las cargas puntuales para todos los ligandos se llevé
a cabo, utilizando el programa Gaussian94 (26), mediante una opti-
mizacién de la geometria a nivel RHF/3-21G y un calculo puntual
RHF/6-31G*. Las cargas se derivaron por ajuste al potencial electros-
tatico molecular segtin el método descrito por Merz-Kollman (24, 27).

El docking fue realizado con el programa autodock, versién 3.1 (28)
y el protocolo llevado a cabo se describe a continuacion.

Preparacién de la macromolécula

La estructura de la macromolécula, se obtuvo directamente a
partir del Banco de Datos de Proteinas de Brookhaven (22). Las molé-
culas de agua de cristalizacion, el dtomo de magnesio v la molécula
de ATP, fueron eliminados utilizando el programa Sybyl (29). Los hi-
drdgenos polares se afiadieron haciendo uso de una de las aplicacio-
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nes de dicho programa. Las cargas puntuales se asignaron utilizando
el programa Sybyl y cargas tipo «<KKOLUA» (Kollman United Atom).

Docking

Para el anilisis del modo de unién entre el ligando y la CDK2
hemos utilizado el programa autodock version 3.1 (6). De este modo,
partiendo de la especificacién de la estructura proteica, de la infor-
macion acerca de la libertad de rotacién de los enlaces del sustrato
y de una conformacién de minima energia como conformacién de

partida, llevamos a cabo un docking flexible.

Tanra 2, Pardmetros de autodock

Pardnietros Algoritino Genético (GA) y

Algoritnio Genético Lamarckiano (LGA) Valores

ga_pop_size N.” de individuos en la poblacién 50
ga num_cvals N.° maximo de evaluaciones de energfa 250000
ga_num_generations N.* del maximo de generaciones 27000
ga_elitism N.” indiv. max que sobrevive a la siguiente

generacién 1
ga_mutaticn_rate Porcentaje de mutacién 0.02
ga_crossover_rate Porcentaje de entrecruzamiento 0.80
ga_window_size N.” de generaciones por escoger al peor

individuo 10
ga_cauchy_alpha Distribucién de Cauchy 0
ga_cauchy_beta Varianza de distribucion de Cauchy i

Pardmetros Biisqueda local

sw_max_its N.” de iteraciones busqueda local 300
sSW_max_succ N.? de éxitos consecutivos antes del

rho cambiante 4
sw_max_fail N.? de fracasos consecutivos antes del

rho cambiante 4
sw_rho Tamano de espacio de la basqueda local

para probar 1.0
sw_1b_rho Limite méas bajo en rho 0.01
Is_search_freq Probabilidad de realizar basqueda local

en un individuo 0.06
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La tabla 2 resume los pardmetros utilizados para la realizacion
de docking de los ligandos, para los que se buscaron en cada caso
100 posibles soluciones. Este procedimiento consumié aproximada-
mente 3 horas en una SGI Octane R12000 para cada una de las
moléculas objeto de estudio.

El programa busca hasta un maximo de 100 conformaciones
(valor seleccionado); las coloca en orden de menor a mayor energia
y finaliza. El resultado de la basqueda puede ser entonces analizado.
Para cada caso se analizaron las cinco orientaciones que proporcio-
naban una mejor energia de interaccién mediante la utilizacién del
programa Sybyl (29).

Dinamica molecular

La dinamica molecular (MD), es uno de los métodos empleados
para recorrer el espacio conformacional molecular, por lo tanto es
una herramienta muy util en el estudio del movimiento e interaccién
de estructuras macromoleculares.

El analisis de la trayectoria de la dindmica molecular incluye el
seguimiento de los principales cambios estructurales que ocurren en
una molécula en funcién del tiempo, v el promedio de las variacio-
nes de las propiedades fisicas durante el tiempo de simulacién. Las
estructuras obtenidas por dindmica molecular en realidad son una
representacion estadistica del sistema. Las representaciones frente al
tiempo de las desviaciones cuadraticas medias (RMDS) de las estruc-
turas con respecto a la inicial, nos dan informacién sobre la estabi-
lidad del complejo dindmico y de la localizacién de los estados tér-
micamente favorecidos en el espacio conformacional.

Los complejos mas estables obtenidos mediante el experimento
de docking, fueron inicialmente adaptados al campo de fuerzas de
amber y sometidos a una minimizacién progresiva de la energia
para lo cual el proceso se dividié en varias etapas: minimizacién de
los hidrégenos, minimizacién del ligando, minimizacién del ligando
y 4tomos de las cadenas laterales de la proteina, minimizacién del
ligando y del esqueleto carbonado de la proteina con restricciones
posicionales y una constante de fuerza inicial de 32 Kcal/mol y final
de 2 Kcal/mol,
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Posteriormente se inicié el proceso de dindmica molecular, cuyo
primer paso consistié en un breve periodo de calentamiento en el cual
las velocidades de las pariiculas se incrementaron a la temperatura
deseada de 298 K. Después la simulacién busca un punto de equili-
brio y se procedié a la relajacién de todas las constricciones posicio-
nales y las restricciones que se habian establecido en la fase de calen-
tamiento, asi obtuvimos las caracteristicas dinamicas del complejo en
el periodo de tiempo establecido. Con el fin de reducir el nimero total
de 4tomos y ahorrar tiempo de computacién solamente se ha afiadido
disolvente en una esfera de un radio de 20.0 A alrededor del centro
geométrico del sitio activo de la macromolécula.

El analisis de una trayectoria de dindmica molecular implica el
seguimiento de todos los tipos de cambios estructurales que ocurren
en la molécula en funcién del tiempo, asi como el comportamiento
medio en las propiedades fisicas a lo largo del periodo de tiempo de
estudio. Para las simulaciones en presencia explicita de disolvente,
el tiempo de simulacion ha sido de 800 ps. Se obtienen asi una serie
de estructuras que son una representacion estadistica de los diferen-
tes estados del sistema. Este tipo de andlisis se lleva a cabo utilizan-
do el modulo CARNAL de AMBER (30). CARNAL es un programa de
analisis de coordenadas que permite la comparacién entre multiples
conjuntos de coordenadas utilizando un lenguaje de comandos rela-
tivamente sencillo. Permite realizar mediciones de distancias, anali-
sis de los enlaces de hidrégeno, seleccionar grupos de coordenadas
dentro de un conjunto, etc.

El médulo ANAL de AMBER (30) permite realizar andlisis ener-
géticos y estructurales de geometrias estdticas. Una de sus principa-
les y mas ntiles caracteristicas es la descomposicién de la energia en
diferentes grupos de dlomos para analizar las energias de interac-
cién entre las diferentes partes de un sistema.

Las gréficas de la desviacién estdndar cuadratica media (RMSD)
en funcién del tiempo, para las simulaciones de los diferentes com-
plejos, comparadas con la estructura inicial, aportan informacién
adicional acerca de la estabilidad de la estructura dinamica y la
localizacién del equilibrio en una conformacion espacial. La estruc-
tura inicial sobre la cual se comparan el resto de las conformaciones
a lo largo de la dinamica es la resultante del proceso de minimiza-
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cién del complejo que a su vez sirve de punto de partida para la
dindmica molecular (31}).

RESULTADOS Y DISCUSION

La butirolactona I contiene en su estructura un centro quiral y
segtn los datos disponibles en la bibliografia, el producto natural
presenta actividad éptica ([er ]'°,=+100) (8). Sin embargo, en el mo-
mento en que comenzamos este estudio se desconocia la configura-
cién absoluta de dicho compuesto y por lo tanto no se disponfa de
datos sobre la actividad biolégica de los enantiémeros por separado.
Por todo ello iniciamos este trabajo construyendo los dos enantié-
meros de butirolactona I. Ademas, presenta en su estructura un sis-
tema endlico susceptible de encontrarse en equilibrio con su forma
ceténica, sin embargo todos los datos de RMN indican un predomi-
nio de la primera. Por otro lado, una optimizacién de la geometria
para ambas estructuras a nivel RHF/3-21G, proporciona una diferen-
cia de energia de 30.4 Kcal/mol, por lo que en todos los célculos
posteriores sélo se ha tenido en cuenta la forma endlica.

30.4 Kcalfmol 0.0 Kcal/mol

Como se ha indicado en el apartado de Materiales y Métodos, las
estructuras de la Ry S butirolactona I fueron construidas con el
programa Macromodel y sometidas a un refinamiento inicial utili-
zando el campo de fuerzas de amber. A continuacién ambas estruc-
turas [ueron sometidas a una bisqueda conformacional utilizando el
método de Monte Carlo. Las conformaciones de mds baja energia asi
obtenidas fueron utilizadas, tras la asignacién de los pardmetros
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correspondientes (cargas puntuales y niimero de enlaces rotables),
como conformaciones de partida para la generacién de 100 posibles
modos de interaccién utilizando el programa autodock. Estas 100
posibles soluciones, una vez filtradas y comparadas para eliminar
duplicades, fueron ordenadas conforme a su energia de unién.

Debido a la elevada flexibilidad de la butirolactona I (14 dngulos
torsionales), practicamente todas las orientaciones obtenidas fueron
diferentes y sélo se descartaron, utilizando un valor de rmsd = 1.0 A,
cuatro en el caso de la R butirolactona I y solamente una para la
S butirolactona I. Se obtuvieron de este modo 93 orientaciones posi-
bles para la R butirolactona I v 99 para la S butirolactona 1.

En ambos casos, el complejo que predice autodock es al menos
1Kcal/mol mas estable que la siguiente orientacién de minima ener-
gia que predice dicho programa. Ademas un estudio visual de las
cinco primeras orientaciones de mdas baja energia para ambos enan-
tidmeros, puso de manifiesto que los dos complejos propuestos eran
aquellos que presentaban una orientacién mas adecuada y un mayor
namero de interacciones. Por lo tanto continuamos evaluando sola-
mente las estructuras de los complejos que tanto para la R butiro-
lactona I, como para la S butirolactona I, proporcionaron una me-
nor energia de interaccién.

De acuerdo con estos datos, calculados con el campo de fuerzas
que incorpora autodock en su dltima versién para la evaluacién de
la energia libre de unién, la S Butirolactona I (-5.85 Kcal/mol) es
capaz de formar un complejo 1.13 Kcal/mol més estable que la R
butirolactona I (-4.72 Kcal/mol). Sin embargo, tal y como se muestra
a continuacién, la butirolactona I en configuracion R es capaz de
establecer un mayor nimero de interacciones por enlace de hidré-
geno y de van der Waals.

A continuacién se resumen los resultados obtenidos tras la rea-
lizacién del docking. Con el fin de presentar estos resultados de una
forma lo més esquemadtica posible se han utilizado dos tipos de
representaciones: por un lado unas figuras realizadas mediante el
programa de graficos moleculares Sybyl (29), en los que se ha enfo-
cado en la zona de unién del ligando al receptor y en la que sélo se
representan las cadenas laterales de los aminoacidos involucrados
en interacciones electrostaticas e hidrofébicas, mientras que el resto
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de la proteina se representa en cintas. Hemos tratado de colocar
todas las figuras de este trabajo en la misma orientacién para faci-
litar su visualizacién y comparacién. Por otro lado, hemos utilizado
unos esquemas, que nos muestran de forma simplificada las interac-
ciones de los ligandos con los residuos implicados en la proteina. El
cédigo de colores es el mismo que se ha utilizado en el esquema 1.

En las tablas 3 y 4 se indican las interacciones por enlaces de
hidrégeno y van der Waals que establecen tanto la molécula de ATP
(en su complejo cristalino) como la butirolactona I en sus dos posi-
bles configuraciones en los complejos con la CDK2 obtenidos por
docking flexible. En ambas tablas se han incluido todos los residuos
con los que interacciona la molécula de ATP en su complejo con la
CDK2 y ha sido necesario adicionar otro residuo en la tabla 3 y otros
seis residuos en la tabla 4, por dar lugar a interacciones adicionales
con el ligando objeto de estudio.

Los datos referentes al complejo CDK2-ATP proceden de la lite-
ratura (32). Con el fin de utilizar un criterio homogéneo, hemos
utilizado el mismo criterio que utiliza Syby! (29) para considerar una
interaccién como enlace de hidrégeno. El criterio que por defecto
utiliza Sybyl corresponde a distancias entre el hidrégeno unido al
4dtomo dador y el 4&tomo aceptor entre 0.8y 2.8 A y un angulo dador-
hidrégeno-aceptor con un valor minimo de 120°. Estos valores estan
comprendidos entre los mas frecuentes para macromoléculas biolé-
gicas (33).

R butirolactona I

De las 93 soluciones obtenidas en el presente estudio para la
interaccién entre la butirolactona I en configuracién R con la CDK2,
aquella que presentd una mejor energia de interaccién se representa
en la figura 2. Como se puede observar en dicho complejo el ligando
ocupa el centro activo de la enzima y es capaz de establecer una
serie de interacciones electrostiticas e hidrofébicas con el receptor.

Los enlaces de hidrégeno e interacciones de van der Waals que
establece la butirolactona I en configuracién R con la CDK2 se re-
cogen en las tablas 3 y 4, y se representan de una forma mds clara
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en el esquema 2. Podemos observar que la R butirolactona 1, esta-
blece dos enlaces de hidrégeno con la Thr14, uno ellos a través del
NH de la cadena principal con el 037 del ligando y el otro a través
del grupo OH y el H38 de la R butirolactona 1.

Ficura 2. Modo de unién propuesto para la R butirolactona I dentro del sitio
activo de la CDK?2.

También forma dos enlaces de hidrégeno con el grupo amino de
la Lys33, a través del los oxigenos O1 y 023. Esta interaccién fija la
conformacién que adopta el grupo éster. Los atomos O14 y H15 del
ligando establecen dos enlaces de hidrégeno con el grupo amino
lateral de la Lys89 y con el carboxilato del Asp86, respectivamente.
Ademas establece interacciones tipo van der Waals con los restos
Asp86, GInl131, Lys33, Asnl32, Aspl45, Lys129, Gly13, Thri4,
Leul34, Ile10, Lys89, Thr158 y Thr165. Es importante destacar la
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Esouema 2. Representacion del modo de unicn de la R butirolactona I en el sitio
activo de la CDK2.

interaccion con Ile10 y Leul34, pues tal y como se ha expuesto en
la introduccién, estos aminodcidos no se conservan en otros tipos de
quinasas y por tanto parecen ser los responsables de la especificidad
que presentan estos compuestos.

Ademas, entre Thr158 y Thr165 se puede apreciar la existencia de
un bolsillo hidrofébico que permite alojar el resto dimetilvinilo del
ligando. Todos los restos a excepcion de Glyl3, Lys89, Thr158 y
Thr165, presentan interacciones con la molécula de ATP en su com-
plejo con esta misma proteina como se pude observar en el esquema
2 v esta recogido en las tablas 3 y 4. La butirolactona I en configu-
racion R establece interacciones por enlace de hidrégeno con cuatro
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FiGura 3. Superposicion de ATP (magenta) con R butirolactona I (azul) en el
sitio activo de CDK2.

residuos con los que también lo hace la molécula de ATP (Asp86,
Lys33, Lys129 y Thr14). Como se observa en la figura 3, en la que
la molécula de ATP (magenta) y la R butirolactona I (azul), aparecen
superpuestas, ambas moléculas estan situadas en la misma zona del
centro activo, ocupando zonas similares del receptor, lo que explica
que se establezcan interacciones electrostaticas e hidrofébicas con
los mismos residuos, a excepcién del grupo dimetilvinilo.

S butirolactona I

Para la S butirolactona I se obtuvieron 99 posibles orientaciones.
Aquella que present6 una mejor energia de interaccién se representa
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en la figura 4. La S butirolactona I, establece un menor numero de
interacciones con los residuos de la CDK2 que los que establece este
mismo compuesto en configuracion R.

Ficura 4. Modo de unién propuesto para la S butirolactona I dentro del sitio
activo de la CDK2. 2

Como se resume en el esquema 3, la S butirolactona I en el
complejo que predice el programa autodock, establece un enlace de
hidrégeno centrado en tres puntos en el que participa el grupo amino
lateral de la Lys33 como dador y los oxigenos O1 y 023 del anillo de
lactona como aceptores (33).

Curiosamente, la R butirolactona T establece este mismo tipo de
interaccién, a pesar de que el cambio de configuracién del centro
quiral, obliga a un cambio importante en la conformacién del grupo
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éster para poder establecer este tipo de interacciéon en ambos enan-
tiomeros. Por otro lado, la molécula también adopta la conforma-
cién adecuada para localizar los anillos aromaticos en posiciones
casi idénticas a como los sitiia la butirolactona I en configuracién R,
de forma que los grupos hidroxilo de ambos anillos aromaticos es-
tablecen enlaces de hidrogeno con los residuos: Asp86 y Lys129.
Ademas las interacciones tipo van der Waals tienen lugar también a
través de los mismos residuos dentro del receptor, aunque en este
caso el nimero de interacciones es inferior.

Lys129

Len 132

Agp86
Ly=B9 ‘
o (5l 31

Esouema 3. Representacicon del modo de unién de la S butirolactona I en el sitio
activo de la CDK2.
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Asi la S butirolactona I establece interacciones tipo van der Waals
con los residuos Asp86, GIn131, Lys33, Asnl132, Aspl45, Lys129,
Thrl4, Val18, Tyr15 y Asp127. En este caso no existe interaccion con
ninguno de los tres aminoacidos que parecen ser responsables de la
selectividad de los inhibidores quimicos de CDK2 (Ile10, Leu83 y
Leul34).

En la figura 5 se representan las dos soluciones obtenidas para
butirolactona I en configuracién R y S en colores azul y rojo, respec-
tivamente. En ambos casos el ligando ocupa la misma zona del re-
ceplor, la que originalmente estaba ocupada por la molécula de ATP,
por lo que en principio ambos enantiémeros podrian actuar como
inhibidores de la CDK2. A pesar de poseer distinta configuracién y
por lo tanto una distribucion espacial diferente para los sustituyen-
tes, la solucién de mas baja energia que predice el programa auto-

Fiura 5. Superposicion de R butirolactona I (azul) con S butirolactona I (rojo)
en el sitio activo de CDK2.
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dock sittia a ambos enantiémeros en zonas casi equivalentes, de
forma que los dos sisternas aromadticos (fenilo y bencilo) se sitdan en
orientaciones pricticamente superponibles, estableciendo interaccio-
nes a través de los OH fendlicos por enlace de hidrégeno con los
mismos aminodcidos dentro del centro activo de la CDK2.

Sin embargo, el grupo dimetilvinilo no se sitiia exactamente en la
misma zona, a pesar de que un giro a través del enlace bencilico
podria permitir una localizacién idéntica en ambos compuestos. En
este caso, parece indicar que la interaccién mas relevante es la que
establece el grupo hidroxilo en posicion 4 del anillo bencilico con el
resto Lys129. El sistema dimetilvinilo en el complejo que forma la
R butirolactona I con la CDK2, estd alojado en un entorno hidrofé-
bico constituido por los residuos Thr158 y Thri65, mientras que en
el complejo formado por la S butirolactona I, dicho radical no puede
alojarse en dicho entorno hidrofébico.

Los resultados obtenidos corroboran la importancia de determi-
nados aminoacidos en el reconocimiento molecular del ligando por
parte de la enzima. En este caso, parecen revestir especial importan-
cia los residuos Asp86, Lys33 y Lys129, ya que estos tres residuos
forman enlaces de hidrégeno tanto con la molécula de ATP, como
con la butirolactona I en configuracién R y S. El enlace de hidrége-
no centrado en tres puntos que establecen los oxigenos O1 y 023 con
Lys33 en ambos complejos pone de manifiesto el importante papel
que juega dicho aminoécido en el reconocimiento molecular de los
inhibidores de CDK2, puesto que este aminoacido también forma
interacciones importantes con otros inhibidores andiogos derivados
del flavopiridol cuyos complejos con CDK2 han sido resueltos por
métodos cristalograficos (10, 17, 34, 35).

Si comparamos los resultados obtenidos para la butirolactona I
en las configuraciones R y S (figura 5), podemos destacar el hecho
de que ambos enantiémeros se localizan dentro del centro activo del
receptor de forma similar, y establecen interacciones electrostaticas
e hidrofébicas con los mismos aminoacidos. Sin embargo, a pesar de
que la funcién de tanteo que emplea autodock predice una mejor
energia de interaccién para el complejo que forma la S butirolacto-
na 1 (-5.85 kecal/mol) en comparacién con la energia de unién que
predice para el complejo que forma el otro enantiémero (-4.72 Kcal/
mol), los resultados del anilisis nos indican que en este tltimo com-
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plejo el niimero total de interacciones es superior. Ademads, entre
estas interacciones hay que resaltar las que se establecen con Ile10
y Leul34, que no tienen lugar en el complejo formado con el enan-
tiomero S. Estos dos aminoécidos, junto con Leu83, son los res-
ponsables del 40% de las interacciones entre la CDK2 y los inhibi-
dores quimicos descritos en la bibliografia y el hecho de que estos
residuos no se conserven en otro tipo de quinasas hace pensar que
sean los responsables de la selectividad que presentan todos estos
compuestos (15). Un reciente estudio sobre metabolitos de la butiro-
lactona I en la que se asigna la configuracién absoluta de uno de
estos metabolitos, ha permitido deducir que la configuracién del
compuesto natural es la R (36).

Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos en nuestro
estudio, pero no descartan la posibilidad de que ambos enantiéme-
ros sean activos.

TaBLa 3. Enlaces de hidrogeno que establecen los residuos de la CDK2
con los dromos de los diferentes ligandos: ATP (estructura cristalina)
v R y 8 butirolactona I. Distancias en

ATP R butirolactona 1 S butirolactona I
Residuo AR A L D A R A L D AR A L D
Glu8l 0=C H-N, 2.88
Leu83 H-N N, 3.44
Asp86 0-C H-0, 319 C€OO H, 191 COO H, 184
0=C H-O, 3.02
Glnl3l 0=C H-0, 2.53
Lys33 HN O, 292 HN 0, 181 HN 0, 171
HN O, 302 HN 0 255 HN 0, 223
Asn132 H-N 0,  2.64
H-N 0,  2.89
Aspl45 H-N O, 2.84
Lys129 HN 0, 327 HN 0, 215 HN 0, 232
H-N 0, 29!
Thri14 HN 0, 278 H-O H, 242
H-O 0, 28 HN 0, 19
Lys89 HN" 0, 257

A. R: Atomo residuo; A. L: Atomo ligando; D: Distancia.
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Por otro lado, es bien sabido que uno de los principales proble-
mas que presenlan los diferentes métodos de docking que se encuen-
tran actualmente disponibles, es la incorporacién de un método de
tanteo que permita evaluar y ordenar las orientaciones obtenidas.
Existen una serie de métodos bien establecidos para el célculo de
energias libres de unién como son AMBER, CHARM, DISCOVER vy
GROMOS (28). Sin embargo, este tipo de métodos requiere general-
mente un elevado coste computacional y ademés no suelen ser muy
apropiados para ordenar energias libres de unién de compuestos que
se diferencian en méas de unos pocos atomos. Por ello, la mayoria de
métodos de docking incorporan relaciones empiricas para poder
relacionar la energia libre de unién y la estructura molecular.

TasLa 4. Interacciones por enlace de hidrdgeno y van der Waals presentes

en los complejos formados entre la CDK2 y: el ATP festructura cristalina),

R y S butirolactona I (docking flexible). +, - interaccion presente o ausente,
respectivanente.

ATP R butirolactona I S butirolactona I

. W E. H V. W EH V. W

™
=
<

CDK2*

Glusgi

Leu83

Asp86

Glnl131
Lys33

Asnl32
Aspl45
Lys129
Thr14

Vall8

Glul2 -
Glyl1 -
Leul34 -
Phe80 -
Valed -
Ala3l -
Phe82 -
Ile10 -
Lys89 -
Glyl13 -
Thrl58 -
Thr165 -
Tyrl5 -
Aspl27 - - -

bk o+ o+ o+ o+
Pl 0+ 1+ 1
Ll + + =+ + + 1
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*CDK2: Residuo en CDK2; E. H: Enlace de hidrégeno; V. W: Van der Waals.
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La tltima versién de autodock incorpora este tipo de funcion
de tanteo que ha sido calibrada con 30 complejos proteina-ligan-
do de estructura conocida. Sin embargo, parece evidente que este
tipo de funcién contintia siendo un factor limitante a la hora de
valorar la estabilidad relativa de los complejos, especialmente si la
diferencia en energia es de tan solo 1,13 Kcal/mol.

Ademds como se ha indicado en la introduccion todos estos mé-
todos hacen un tratamiento rigido del receptor.

Por todo esto, y como continuacion de este trabajo, hemos inicia-
do la realizacién de simulaciones de dinamica molecular para am-
bos complejos, que junto con la incorporacién explicita del disolven-
te en la zona del centro activo, nos permitirdn aportar mas
informacién referente a la estructura y a la estabilidad relativa de
ambos complejos.

Hasta el momento la informacién obtenida nos ha permitido es-
tudiar una serie de estructuras mas sencillas, que han sido sinteti-
zadas en nuestro laboratorio. En estas sintesis hemos obtenido los
compuestos en su forma racémica, pues de acuerdo con los resulta-
dos expuestos en este trabajo, en principio ambos enantiémeros son
capaces de formar complejos estables con la CDK2 y por lo tanto
actuar como inhibidores reversibles.

Tras los resultados obtenidos al realizar el docking, pasamos a
la realizacién de las simulaciones de dindmica molecular de la R y
S butirolactona 1. Se sometieron los complejos CDK2-R butirolacto-
na I y CDK2-S butirolactona I a minimizaciones en vacio tal y como
se ha descrito de forma general en el apartado de Materiales y
Métodos, y seguidamente se sometieron a 800 ps de dindmica mo-
lecular en presencia explicita del disolvente alrededor del centro
activo.

A continuacién se recogen los resultados de las simulaciones para
estos dos complejos, CDK2-R butirolactona I y CDK2- S butirolac-
tona I:

El anilisis de la desviacién cuadratica estdndar (RMSD) a lo
largo del tiempo de simulacién con respecto a la estructura inicial
del complejo una vez refinada, se representa en la figura 6.
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Ficura 6. Evolucién del RMSD a lo largo de la dindmica molecular para el
complejo CDK2- R butirolactona I v CDK2- S butirolaciona I

En dicho grafico, se puede apreciar que dicho parametro se mantie-
ne estable para ambos complejos a lo largo del tiempo de simula-
cion, lo que indica que no se producen cambios conformacionales
importantes y que por tanto los complejos se encuentran en un es-
tado de equilibrio.

La monitorizacién de varias distancias a lo largo del tiempo de
muestreo de las simulaciones de dindmica molecular, puso de ma-
nifiesto la formacién de varios enlaces de hidrégeno en ambos com-
plejos.

En la figura 7 y 8 se representan los valores de las distancias en
A a lo largo del tiempo de simulacién. Estos datos demuestran la
importancia de determinados aminoacidos en el reconocimiento
molecular del ligando por parte de la CDK2. Ademas, se establecen
una serie de enlaces de hidréogeno que se mantienen a lo largo del
tiempo de simulacién con la Thr14 y Asp86 para el complejo CDK2-
R butirolactona 1y con Asp86 para el complejo CDK2- S butirolac-
tona I, mientras que otros solamente son estables en algunos puntos
de la dindAmica como Lys33, Lys89 y Lys129 para el complejo CDK2-
R butirolactona Ty Lys33 y Lys129 para el complejo CDK2- S buti-
rolactona I.
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Ficura 7. Evolucion de las distancias (A) a lo largo del tiempo de simulacién del
complejo CDK2-R butirolactona I.
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Ficura 8. Evolucidn de las distancias (A) a lo largo del tiempo de simulacion del
coniplejo CDK2-S butirolactona I.
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CONCLUSIONES

Del estudio realizado en el presente trabajo podemos extraer las
siguientes conclusiones: La butirolactona I, es capaz de formar un
complejo estable con la CDK2, v de establecer una serie de interac-
ciones electrostaticas e hidrofébicas con dicho receptor, lo que ex-
plica su actividad biolégica. Los resultados de las simulaciones lle-
vadas a cabo para la butirolactona I tanto en configuracién R, como
S, nos permiten predecir que ambos isémeros interaccionan de for-
ma similar, siendo los dos capaces de ocupar el centro activo del
ATP y por tanto actuar como inhibidores competitivos. Sin embargo,
en el complejo formado entre la R butirolactona I y la CDK2 se
establecen un mayor niimero de interacciones en las que estdan invo-
lucrados aminoacidos que no se encuentran conservados en otras
quinasas, v en los que parece estar el origen de la selectividad de este
tipo de compuestos. Con el fin de evaluar los efectos tanto de la
flexibilidad de la enzima, como del disolvente en torno al centro
activo, se han llevado a cabo simulaciones de dinamica molecular
utilizando el campo de fuerzas de amber. Los resultados de estas
simulaciones ponen de nuevo de manifiesto la importancia de deter-
minados aminodcidos en el reconocimiento molecular de la butiro-
lactona I por parte de la CDK2. Se establecen una serie de enlaces
de hidrégeno que se mantienen a lo largo del tiempo de simulacién,
mientras que otros solamente son estables en algunos puntos de la
dinamica. Por otro lado, otros aminodacidos estan implicados en
interacciones de Van der Waals.
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