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Resumen del Trabajo (méximo 250 palabras): Con la finalidad, contexto de
aplicacién, metodologia, resultados i conclusiones del trabajo.

Actualmente el cancer de Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) es uno de los mas
comunes con alta tasa de mortalidad en la infancia.

A lo largo de los afios se han ido investigando y desarrollando terapias como la
radioterapia o la quimioterapia.

Este trabajo se ha centrado en el farmaco quimioterapéutico metrotrexato (MTX),
comunmente usado por su alta eficacia inhibiendo el enzima Dihidrofolato
reductasa (DHFR). Una proteina relacionada con la sintesis de aminoacidos,
purinas entre otros elementos. Sin embargo, se han encontrado y estudiado
casos de resistencia al farmaco por lo que, el objetivo de este proyecto ha sido
la busqueda bibliografica y comprension de los mecanismos de resistencia, el
estudio de las interacciones del DHFR-MTX mediante estructuras
experimentales en fuentes de datos.

Uno de los retos ha sido buscar otras proteinas experimentales mutadas para
calcular y analizar las energias de interaccion farmaco-proteina, de los cuales
compararlas para encontrar interacciones comunes en ambos casos.




Por consiguiente, se han realizado modelos computacionales de la interaccion
MTX con DHFR agrestes y resistentes, como base para la busqueda, y estudios
de nuevas moléculas que puedan tener actividad con las proteinas. Como
resultado de esta busqueda y estudio de interacciones se han propuesto 3
ligandos candidatos, una de ellas el farmaco llamado Leucovorin por su posible
aplicacion en el tratamiento de la ALL.

Finalmente, una vez analizado todos los resultados se concluye que, dentro de
los ligandos testeados, el MTX es el que presenta una energia de interaccion
mas favorable. Ademas, coincidiendo con lo esperado las proteinas resistentes
presentan peor interaccion que DHFR agreste.

Abstract (in English, 250 words or less):

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) cancer is one of the most common with a
high mortality rate in childhood.

Throughout the years of investigation have been developed therapies such as
radiotherapy or chemotherapy.

This work focuses on the chemotherapeutic drug metrotrexate (MTX), commonly
used for its high efficacy by inhibiting the enzyme Dihydrofolate
reductase(DHFR): A protein related to the synthesis of amino acids, purines
among other elements.




However, there are cases of resistance to the drug. The objective of this project
is searching the bibliographic and understanding the mechanisms of resistance
and the studying of the interactions of DHFR-MTX through structures crystallized
in data sources.

One of the challenges has been to find other mutated experimental proteins to
calculate and analyze the drug-protein interaction energies, from which to
compare them to find common interactions in both cases.

Therefore, computational models of the MTX interaction with WT and resistant
DHFR have been made, as a basis for search, and studies of new molecules that
may have activity with proteins. Because of this search and study of interactions
3 candidate ligands have been proposed, one of them the drug called Leucovorin
for its possible application in the treatment of ALL.

Finally, once all the results have been analyzed, it is concluded that, within the
ligands tested, MTX is the one with the most favorable interaction energy. In
addition, coinciding with expectations, resistant proteins show worse interaction
than wild-type DHFR.







1.

4.

Indice

T Lo To [0 T oo o o S 10
1.1 Contexto y justificacion del Trabajo ..........coccuvieiiiiiiieiiieeee e 10
1.2 Objetivos del Trabajo.......ccooeviiiiiiii e 12
1.3 Enfoque Yy MEtodO SEQUITO ....uvuuiii e 13
1.4 Planificacion del Trabajo.........ccuuvviiiiiiiiiii e 14
Puntos y planificacion del trabajo: ...........cooeveuiiiiiii i 16
1.5 Breve sumario de productos obtenidos ..........cooeevvvveiiiiiiiiiie e 16
1.6 Breve descripcidn de los otros capitulos de la memoria...........ccccccceeeeennne. 17

RESTO A€ CAPITUIOS .. 18
2.1.Material Y MEtOUOS. .......ooeeieiiii et e e e e e e e eaanes 18
2.1.1 Busqueda bibliografiCa ..........ccuuviiieiiieeeeeeee e 18
2.1.2. Obtencion de la estructura 3D de las dianas o complejos ligando- diana

18

2.1.3. Busqueday obtencion de ligandosS.........cccoovvviiiiiiiiiieceieeeee e 19
2.1.4. Busqueda de posibles zonas de alostéricas de la proteina DHFR ........ 21

2.1.5. Calculo de la energia de interaccion y docking de las estructuras
ProteiN@a-lgandoO..........ooeeieiiiiee e 22
2.1.6. Visualizacion y andlisis de estructuras 3D........cccooeeeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeenn, 23
2.2.RESUIATOS.......uueiie et e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e eeeane 23
Estructura de la proteina WT y las proteinas mutadas.............ccccevveevvvvncnieeeenn. 25
2.2.2. Estudio de interaccién del MTX con DHFR agreste y mutadas ............. 26
2.2.3. Docking del MTX con DHFR agreste y mutadas .............ccccoeeeeeeeeeeeeenn. 29
2.2.4. Busqueda de lIgandosS ..........coooiiiiiiiiiiiiie e 34
2.2.5. Tablade resultados ........ccooeeeiiiiiiiiiii e 39
CONCIUSIONES ..ttt e e e e e e e et e e e e e e eeeeeees 42
Bibliografia........ccccuvviiiiiiiiiiiiiiiiiis .jError! Marcador no definido.



Lista de figuras

Figural.Representaciéndel pathway delmetrotrexatoenlacélula...........ccccoevvevinrennenn. 9
Figura2.Entradadelbancodedatos Protein DataBank ...........cccoccoevveiiiiiiiiiicnicniecn, 16
Figura 3. Informacion de la proteina Dihidrofolate reductasa con ID 1RG7..........ccccceevvenenee. 18
Figura4.Basede datoS ZiNCLS .........ooiiiiiiiieie e 18
Figura 5. Informacidn del farmaco Methotrexate con ID ZINC159323..........cccoveivreiirieiininnnns 19

Figura 6. Informacion del farmaco Methotrexate. Lainformacién esté distribuida en Targets
a fin al farmaco, enzimas con que interactla, portadores del methotrexate y sus

LU= 10T L0 T = o (o] T TSROSO P 19
Figura 7. Informacion de la proteina Dihidrofolato reductasa, el target del
methotrexatesegunlabasededatos Drughbank ... 20
Figura 8. Entrada principal de la herramienta Ftmapp y resultado de un exemplo de la
[OF=To 1 = PP U P PP PPPPPPPPPPPPP 21
Figura 9. Entrada principal del SWiSSUOCK ......ccoiviiiiiiicc e 21

Figurall.Alineamientodelassecuenciasdel 1RG7,3EIGy 1DLR. En azul se
encuentra marcado los amino&cidos mutados de la proteina 3EIG (F31R/Q35E) y en

violetadelaproteiN@alDLR (L22F) .....oiiiiiiiei et 23
Figura 12. Representacion 3D del PDB ID 1RG7. Los colores representan las
estructuras secundarias delacadenayelligando..........cccccooeriieiiiiiicniece e 24
Figural3.Secuencias coloreadasazulsonlasposicionesdelosaminoéacidos
mutados F31R/Q35E y de color violeta representa el aminoacido mutado F22L ................. 25
Figura 14. Representacién 3D del PDB ID 1RG?7 interaccionando con el ligando MTX.
............................................................................................................................................................... 25
Figura 15. Representacion de las interacciones del MTX y el enzima DHFR
experimental conelcOdigoOPDB LRGT ......cooveiiiiieiiiieiice e 26
Figural6.SecuenciaseleccionadadelenzimaDHFRWTsituadaa52dedistanciaal

1o = 1 T Lo SRR 26
Figura 17. Situacién del ligando MTX en la proteina mutada. Los colores azules
representanlaposiciondelosaminoacidos mutados S31AY35A. ....coceieiieeceeciieeinenn 26
Figura 18. Representacion de las interacciones del MTX y el enzima DHFR
experimental con el cOdigo PDB 3EIG ........ccoceiiieiiieieicse e 27
Figura 19. Estructura molecular del farmaco PiritreXim.........ccccoocvveieinininciesese e 28
Figura 20. Comparacion de laproteina 3EIG y 1DLR. El ligando piritrexim se sitGaen la
mismazonadeactivaCion qUEEIMTX ...ccui it 28
Figura21. Representacion del docking MTXy el enzima DHFR no mutada..........c..ccccoveveee. 31

Figura 22. Interacciones del MTXy el enzima DHFR mutada..........c.cccoevevievenieieiieecececee, 32



Figura 23. Interacciones del MTX y el enzima DHFR L22F. Marcado en color violeta

€l aMINOACIAO MUEAO..ceeurereeerereenerrenererneerenrerereseressecsssscsssssssssessssssssssesssssessasesssnne 32
Figura 24. Estructura del Leucovorin (izquierda) y del MTX (derecha). La diferencia

entre ambas seremarcaen Colorazul ......ccccceeeeceeeenceeceeecrecescenceecssscrscessssessesses 34
Figura 25. Mapping de las zonas de activacion y/o alostéricas del enzima DHFR..... 34

Figura 26. Alineamiento de la estructura analizada por FTMAP (izquierda DHFR WT
yderechaF31R/Q15E)enbuscadecoincidenciasdelazonadeactivacionyel
ligando MTX (ligando I'0J0) ....cveeeesseeeeinrearmenssssssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssss 35

Figura 27. Dos ligandos diferenciados derivados del metotrexato ..........ccceeevvvenenes 36

Figura 28.Interacciondelaproteina DHFR L22F con el farmaco modificadon®1
(izquierda) y el farmaco modificado n°2 (derecha) .......cccceveeeiiiecciirnennnnessccccenneennns 37



1. Introduccion

1.1 Contexto y justificaciéon del Trabajo

La Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA), es el onceavo cancer con mas
mortalidad a nivel mundial y el mas comun de este tipo de tumor en la infancia
(30% de los casos)!. Se caracteriza por la produccién rapida y anormal de
leucocitos/células blancas defectuosas que, a su vez, no realizan su funcién
inmunoldgica correctamente.

En relacion con las terapias del mismo, la radiacion craneal fue una de las
terapias primordiales y mas utilizadas hasta que cayo en desuso a causa de su
alto riesgo de recaida en el sistema nervioso central, por lo que se buscaron
nuevas terapias entre las que se comenzd a desarrollar con gran éxito distintos
regimenes quimioterapicos?.

La quimioterapia de la LLA, donde segun el riesgo que presenta el paciente, se
emplea un protocolo distinto, se estructura en tres fases?:

1. Eliminacion masiva de las células cancerigenas mediante farmacos
como Vincristina, corticosteroides, entre otros.

2. Eliminacion de las células dafiadas que hayan quedado en la anterior
fase con asparagina, etc.

3. Eliminacion de cualquier célula leucémica o pre-leucémica residual con
antimetabolitos.

Para este trabajo nos centraremos en uno de los farmacos empleado en la fase
3, el Metotrexato (MTX). Su sintesis se remonta al afio 1947 donde
posteriormente? en el afio 1962, se empez6 a utilizar como agente
quimioterapéutico:

—_
- (2] co o
o o o o
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|

n
o
1

5 Year Overall Survival
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Tabla 1. Representacion cronoldgica del uso del Metrotrexato y otros farmacos para el cancer
de Leucemia Linfoblastica Aguda.

E———— et A n Ut e Bty ot AL |

1948 “Transient ions” induced by 1958  First cylogenetic study in ALL
1961  First use of and 1970  First report of Philadelphia chromosoma=positive ALL

C and effective CNS. therapy cure

1
197 approximately 50% of patients 1973 ::r;;‘:«;:n;::fauon of T=cell ALL by spontanecus roselte formation with sheep
1981 Re-induction : . 5
1978 C i n of ALL by number >50 (h y) is

ey Triple therapy with y , and cy associated with prolongaed remission duration

may eff bstitute for cranial in some patients 1981 1 of residusl leuk

First identification of i pocifi
translocations: 1{11;14) in Tece® ALL and t(1,19}) in pre=8 ALL

1983  Postremission weekly high=dose asparsginase improves outcome 1984

Intermediate-dose methotrexate with leucovorin rescue decreases systemic 2002  First genomewwide profiling of gene expression

1983 and testicular ralapses

2007  First genomeswide study of changes in DNA capy number

1981 Dexamethasone is more effective than prednisons in preventing CNS relapse 2009  Germline genetic variants associated with the development of ALL

1995 Inherited genetic p in the gene 2008 R ion of Phitadelph dike “Phalike® ALL
i
ool 2012 First wholesgenome sequencing study to identify driver mutations In early Te
1998 | dose imp! outcoma cell precursor ALL
Effective systamic and int I t py can el the need for 2012 Use of ) te enh: jon of minimal residual
2009 prophylactic cranial irradiation in all patients; imatinib improves outcome in © disease

Philadelphia chromosoma-positive ALL

© 6 66000000 000

Whole genome analysis identified germline genetic mutations in

2015 oredispostion genes

2013 First tnal of chimeric antigen receptor (CAR)=T cell therapy

ONEONCIONORCNOMONOICKCIO)

adopted with permission from Pui et al. 2013

Para comprender la funcion del MTX en la terapia se muestra el pathway que
sigue el farmaco:

Methotrexate and Nucleotide Metabolism

Pyrimidine
PRPP Monophosphate
Glutamyl PNP kinase
Amidotransferase - PRPP < Ribose-5-Phosphate > UMP » UDP

5-Phospho- | % 5
Ribosylamine uTP duDP
Folate / (

cTe dump

e AQDHFR 4

e “CDP -+ dCDP

_— <_Di hydroFolate

“Salvage =i Methyl-THF
Pathway” | S ~ODHFR

Tetra hyd roFoIate % Folinic

Acid
Thymidylate
Synthetase
IMP ” v HypoxanthineXaml”ine
. Oxidase
. Xanthine
¥ AMP
XMP * ADP Xanthine !
« Oxidasae dTMP
Uric Acid
“ GMP .
Guanylyl GDP
Kinase

Figura 1. Representacion del pathway del metrotrexato en la célula.

El MTX entra dentro de la célula por difusion pasiva, y una vez dentro actua el
enzima Poliglutamato Sintasa para afadirle un grupo glutamato y producir el
metotrexato poliglutamato (MTXpg). De esta forma al ser mas largo y mas
hidrofilo no acaba siendo sustrato de otros sistemas de transporte y se va
acumulando y, en consecuencia, aumenta su eficacia. El MTXpg interactda con
el enzima Dihidrofolato Reductasa (DHFR), un enzima que cataliza la produccion
del Tetrahidrofolato (THF) el cual es un donador de grupos metilo esenciales
para la sintesis de aminoacidos, purinas y timidinas, de esta ultima
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deriva a un metabolito esencial para la correcta reparacion y sintesis del DNA.
Por lo tanto, las células no se replican, teniendo una repercusiébn mayor en
aquellas poblaciones celulares con un alto grado de divisibn, como son las
cancerigenas.

A pesar de su efectividad y su gran uso, se han descrito distintos mecanismos
de resistencia al tratamiento 8

Tabla 2. Listado de resistencias encontradas y/o estudiadas deltratamiento del LAL con el
farmaco MTX.

Listado de resistencias estudiadas®18

Deterioro del transporte
Falta de formacion de polyglutamatos
Incremento de actividad del enzima DHFR
Mutaciéon del enzima DHFR
Aumento de concentracion del enzima lisozima y y-glutamilo hidrolasa

Entre ellas, destaca la aparicion de mutaciones del propio enzima DHFR°:20,
Ante esto, la busqueda de nuevas alternativas al MTX se ve esencial para
continuar con la mejora del tratamiento y el % de curacion. La propuesta del
trabajo es buscar nuevos farmacos que puedan tener un modo de union similar
al MTX, pero que logre salvar también las resistencias al mismo.

1.2 Objetivos del Trabajo

Los objetivos generales de ese proyecto son, por un lado, realizar un estudio
sobre el mecanismo de interaccion del MTX como tratamiento del LLA,
concretamente, su actividad como inhibidor del Dihidrofolato Reductasa.

Y, en segundo lugar y una vez comprendido el mecanismo del farmaco- proteina,

obtener otros ligandos que puedan mantener la actividad y que logren mejorar

las desventajas del MTX.
Para ello, se proponen los siguientes objetivos especificos:

1. Estudio de estructuras 3D de enzima agreste (WT) y enzimas mutantes
descritas como resistentes.

2. Estudiar el modo de union del MTX contra el enzima DHFR y las
resistencias surgidas.

3. Hacer una busqueda de farmacos similares a estructura de MTX.

4. Realizar un docking para analizar su interaccion ligando con las distintas
dianas enzima WT y enzimas mutadas (resistentes).

5. Propuesta de candidatos a farmacos para la LLA con potencial de
mejora de resistencias de la DHFR.

12



1.3 Enfoque y método seguido

Andlisis de los mecanismos de resistencia de la enfermedad a la terapia con
MTX, centrandonos en mutaciones de la DHFR que confieran resistencia.

Realizar un estudio 3D de la interaccion quimica del farmaco MTX con el enzima
WT y mutadas (resistentes).

Busqueda de otros ligandos similares al MTX y hacer docking con la proteina
para un analisis de la interaccion ligando-proteina y posteriormente, propuesta
de nuevas moléculas como candidatos a farmacos que, a raiz de los resultados,
pudieran tener una actividad similar al MTX frente a la LLA pero solventando los
problemas de resistencias descritos.

13



1.4 Planificacion del Trabajo

A continuacion, se describen las tareas a seguir:
Tabla 3. Tabla de tareas programadas.

Nombre Fecha de inicio Fecha de fin
* PEC2 Desarrollo del trabajo - Fase 1 19/03/19 24/04/19
© Busqueda bibliografica de mecanismos de resistencia del LAL. 19/03/19 21/03/19
© Listado de articulos donde describen claramente los mecanismos de resistencia 19/03/19 19/03/19
© Busqueda de proteinas mutadas en PDB y/o otras fuentes 22/03/19 22/03/19
© Obtencidn de proteinas mutadas 3D 22/03/19 22/03/19
© Estudio de la estructura 3D de la proteina DHFR y mutadas con Chimera 25/03/19 3/04/19
© Docking del MTX junte la proteina, las proteinas mutadas y otras dianas 4/04/19 10/04/19
© Estudio de las interacciones proteina farmaco 10/04/19 17/04/19
© Explicacion sobre la interaccion entre prorteina-farmaco 10/04/19 10/04/19
© Busqueda de otros ligandos similares al MTX y hacer docking 17/04/19 19/04/19
© Estudio de las interacciones proteina-fairmacco 22/04/19 24/04/19
© Obtencion de diferencias claras de interacciones respecto a los pasos prévios 22/04/19 22/04/19
© PEC2 Desarrollo fase 2 25/04/19 20/05/19
© Proponer nuevos farmacos 25/04/19 1/05/19
© Redactar los resultados 2/05/19 15/05/19
@ Revision de la memoria 15/05/19 20/05/19
© PEC4 - Entrega de la memoria 21/05/19 4/06/19
¢ PEC5 - Elaboracidn de la presentacion 5/06/19 12/06/19
© Preparacion de |a defensa 5/06/19 5/06/19
@ PEC 5b - Defensa publica 13/06/19 25/06/19

o Defensa 13/06/19 13/06/19



Tabla 4. Diagrama de Gannt representando las tareas programadas.
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Puntos y planificacion del trabajo:

1. Busqueda bibliografica de mecanismos de resistencia del LLA. (3 dias)
o Hito 1: Listado de articulos donde se describe claramente los
mecanismos de resistencia.
2. Busqueda de proteinas mutadas en PDB y/u otras fuentes. (1 dia)
o Hito 2: Obtencion de proteinas mutadas 3D.
3. Estudio de la estructura 3D de la proteina DHFR y mutadas con

Chimera. (8 dias)

4. Docking del MTX junto la proteina, las proteinas mutadas y otras dianas.
Estudio de las interacciones proteina farmaco (11 dias).

o Hito 3: Explicacion sobre la interaccion entre proteina-farmaco.
Busqueda de otros ligandos similares al MTX y hacer docking (3 dias)
Estudio de las interacciones proteina-farmaco. (3 dias).

o Hito 4: Diferenciaciones claras de las interacciones respecto a los

pasos previos.
Proponer nuevos farmacos. (5 dias).
Redactar los resultados (10 dias).
Revision de la memoria (4 dias).
0. Entrega de la memoria (11 dias).
1. Preparacion de la defensa (6 dias).
o Hito 5: Preparacion del documento.
12. Defensa (13 dias).
o Hito 6: Defensa publica.
13. Busqueda bibliografica de mecanismos de resistencia del LLA. (3 dias)
o Hito 1: Listado de articulos donde se describe claramente los
mecanismos de resistencia.
14. Busqueda de proteinas mutadas en PDB y/u otras fuentes. (1 dia)*O0.
o Hito 2: Obtencién de proteinas mutadas 3D.

o o

RHBoOoN

En la planificacion se tiene en cuenta ciertos riesgos que nos puedan ralentizar
las tareas:

1. Calculo del docking: ante moléculas pesadas se requiere mucho mas
tiempo de célculo.

2. No encontrar las estructuras 3D de las proteinas mutadas del DHFR en
PDB. Requerira la busqueda de otras fuentes y/o alternativas.

3. No encontrar ligandos que mejoren los resultados de interaccion MTX-
proteinas.

4. Problemas informaticos con los programas 3D (Chimera) por falta de
memoria RAM.

1.5 Breve sumario de productos obtenidos

Como resultado del proyecto obtendremos la memoria con la descripcion de las
tareas realizadas junto con todos los datos resultantes, analisis de los resultados
y una breve conclusion del trabajo realizado.

Ademas, se incluirA una presentacion visual para la defensa publica,
exponiendo el contenido del trabajo de manera breve y visual para el publico.
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1.6 Breve descripcion de los otros capitulos de lamemoria

En el apartado de Material y Métodos se detallaras las fuentes bibliograficas
utilizadas como el PubMed?’, diferentes bancos de datos como secuencias
proteicas, proteinas experimentales, la herramienta online para realizar el
docking de las proteinas-farmacos a testear y finalmente el software de
visualizacion Chimera 1.13.12%y andlisis de estas estructuras con

En los resultados se presentaran los célculos de energia de interaccion por cada
proteina-ligando, empezando por el farmaco MTX junto a la proteina DHFR y un
breve analisis de interacciones. Seguidamente tras una busqueda de estructuras
experimentales del DHFR mutado se realiza el docking con el MTX.

Adicionalmente se propondra 3 tipos de ligandos distintos y se realizaras los
célculos de la energia de interaccion para la proteina WT y sus variantes
mutadas.

Finalmente, la conclusién se resumira el procedimiento realizado y se resumira
los resultados de interacciones mas comunes a lo largo de las pruebas
realizadas.

17



2. Resto de capitulos
2.1. Material y Métodos
2.1.1 Basqueda bibliografica

Para la busqueda bibliografica se ha utilizado PubMed, una base datos donde se
recopila articulos de biomedicina, de revistas de ciencias de la vida y libros
online.

Otras fuentes bibliogréficas utilizadas han sido las herramientas online de la
biblioteca de la Universidad de Gerona (UdG), la Universidad Abierta de
Cataluiia (UOC) y Google Academy.

2.1.2. Obtencién de la estructura 3D de las dianas o complejos ligando-
diana

La base de datos con el cual se utiliza mas a lo largo del trabajo es el Protein
Data Bank (PDB)??, el cual tiene almacenadas estructuras 3D de mas de
152.000 biomoléculas (proteinas, acidos nucleicos y complejos de interés en el
campo de la biomedicina u otros campos) y presenta distintas herramientas de
visualizacion, andlisis y correspondencias con otras bases de datos.

RCSB PDB  Deposit + Search ~ Visualize ~ Analyze ~ Download v Leam v More ~

= = 1 = g 152347 Biological
N ”‘ - l‘] T E Macromolecular Structures O
o B [t - Enabling Breakthroughs in

A ¢ R h and Educati
PROTEIN DATA BANK Seseacnanctcuicaton Advanced Search | Browse by Annotations

[ Poa-101 ETTEICY TR iy g (Gvoo I

Search Options .
l Welcome Drill Down by Categories Explore the PDB Archive

Advanced Search Organism

¢ Deposit Sequences Homo sapiens (44172)
Ligands @ Escherichia coli (9528)
C @ Mus musculus (6478)
- Drugs & Drug Targets @ saccharomyces cerevisiae (4275)
Unreleased & New Entries @ synthetic construct (3995)
i i Rattus norvegicus (3077)
Ld Visualize Browse by Annotation Bos taurus (2900)
— PDB Statistics @ Other (79042)
i Analyze
#» Download

Figura 2. Entrada del banco de datos Protein Data Bank.

Cada entrada presente en la base de datos tiene un ID de 4 caracteres
combinando entre nimeros vy letras, facilitando asi la basqueda de la muestra
con interés de estudio.

Dentro de este pdb ID se muestra todo tipo de informacion: breve resumen de la
estructura, vision 3D, anotaciones a tener en cuenta, secuencia...
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DIHYDROFOLATE REDUCTASE COMPLEXED WITH METHOTREXATE
DOI: 10.2210/pdb1RG7/pdb

Classification: OXIDORED!
Or i ): Escherichia coli (strain K12)

UCTASE

System: Escherichia coli

p

Deposi 1996-11-27 1997-03-12

Deposition Author(s): Sawaya, M.R., Kraut, J.

Experimental Data Snapshot WwPDB Validation © 3D Report | Full Report

Method: X-RAY DIFFRACTION Metric Percentile Ranks Value

Resolution: 2 A Clashscore I — 16

R-Value Work: 0.177 Ramachandran outliers S— 2 5%

Sidechain outliers N —5.3%

E RSRZ outliers M = | — 2 5%

© 3D View: Structure | Electron Dens

Standalone Viewers

Botter

| Figura‘3. Informacion de la prote

ina Dihidrofolate reductasa con ID 1RG7.

Las secuencias de las proteinas que se estudia a lo largo de este proyecto son

extraidas de la base de datos de secue

ncias genéticas GeneBank?3.

2.1.3. Busqueday obtencién de ligandos

En relacién con los ligandos se ha utilizado dos bases de datos: Zincl5 y

Drugbank.

Zinl5 es una base de datos con el objetivo de permitir la accesibilidad de

farmacos comercializados para realizar

estudios computacionales.

ZINC15

Welcome to ZINC, a free database of commercially-available compounds
for virtual screening. ZINC contains over 230 million purchasable
compounds in ready-to-dock, 3D formats. ZINC also contains over 750
million purchasable compounds you can search for analogs in under a
minute

Getting Started Ask Questions

ZINC is provided by the Irwin and Shoichet Laboratories in the Department
of Pharmaceutical Chemistry at the University of California, San Francisco
(UCSF). We thank NIGMS for financial support (GM71896).

To cite ZINC, please reference: Sterling and Irwin, J. Chem. Inf. Model,
2015 http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/acs.jcim.5b00559. You may also
wish to cite our previous papers: Irwin, Sterling, Mysinger, Bolstad and
Coleman, J. Chem. Inf. Model, 2012 DOI: 10.1021/ci3001277 or Irwin and
Shoichet, J. Chem. Inf. Model. 2005;45(1):177-82 PDF, DOI

ZINC15 News

« Getting Started

« What's New

« About ZINC 15 Resources

« Current Status / In Progress

« Why are ZINC results "estimates"?

You can use ZINC for general questions such as

« How many substances in current clinical trials have PAINS

get them as SMILES, names and calculated logP

= How many endogenous human metabolites are there? (47319) and
how many of these can | buy? (8271) How many are FDA
approved drug 94)

Explore Resources

sz - Haw e Ao Unmun th annranata ars in cirrant clinie

wlgirgl;ra 4. Base de datos Zinc15.

* 2018-02-14 - ZINC reaches 213,235,528
purchasable leadlike 3D!

* 2018-02-13 - ZINC reaches 736,001,654
purchasable molecules 2D!

« 2018-01-14 - Klara Anu is born! Welcome Klara
Anu, sister to Lisal

* 2018-01-01 - Chinzo Dandar joins our team.
Welcome Chinzo! Follow us on twitter
@chem4biology Known limitations What's new

A la hora de buscar el farmaco, Zincl5 muestra cédigos como SMILES, InChl e

InChl Key. Estos son utiles para realizar

el

estudio con programas

computaciones y/u otro tipo de base de datos de los cuales aceptan este tipo de

lenguajes.
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ZINC1529323 (Methotrexate)

In: anodyne bb fda for-sale in-stock natural-products

Google Wikipedia PubMed \F/j o i Xy
Added Availability Since Mwt logP Download Il \“K@\ j/
2005-09-30 In-Stock 2015-08-07 454.447 0.268 e J'
Mol Formula Rings Heavy Atoms Hetero Atoms Fraction sp® Tranche
C20H22N8O5 3 33 13 0.25 JeAa raw
SMILES | CN(Ccicne2ne(Ninc(N)e2n1)ceec(C=0)N[C@@H](CCC{=0)0)C(=0)0)cct 5
InChl | INChl=1S/C20H22N805/c1-28(3-11-8-23-17-15(24-11)16(21)26-20(22)27-17)12-4-2-10(3-5-12)18(31)25-13(19(32)33) &
InChl Key | FBOZXECLQNJBKD-ZDUSSCGKSA-N 5
Available 3D Representations
Net H-bond H-bond Rotatable Apolar Polar
pH.range charge donors acceptors tPSA bonds desolvation desolvation Download
Reference 2 3 12 216 9 6.07 -125.97 S

Figura 5. Informacion del farmaco Methotrexate con ID ZINC159323.

En el caso de DrugBank, a diferencia de la base de datos anterior, este muestra
todo tipo de informacion detallada de un farmaco como los enzimas que
interactua dicho farmaco hasta las funciones més detalladas: .

Methotrexate

IDENTIFICATION

Name Methotrexate
Accession Number DB00563 (APRD00353)
Type small Molecule
Groups Approved

Description An antin

por

Figura 6. Informacion del farmaco Methotrexate. La informacion esté distribuida en Targets a

finalfarmaco, enzimas con que interactla, portadores del methotrexate y sus
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transportadores.

Name Dihydrofolate reductase

Synonyms ® 1513

Gene Name DHFR

Organism Humans

Amino acid sequence >1c1|BSEQRR36993 |Dihydrofolate reductase

MVGSLNCIVAVSQNMGIGKNGDLPWPPLRNEFRYFQRMTTTSSVEGKQNLVIMGKKTUFS
IPEKNRPLKGRINLVLSRELKEPPQGAHFLSRSLDDALKLTEQPELANKVDMVWIVGGSS
VYKEAMNHPGHLKLFVTRIMQDFESDTFFPEIDLEKYKLLPEYPGVLSDVQEEKGIKYKF

EVYEKND
Number of residues 187
Molecular Weight 21452.61
Theoretical pl 7.6
GO Classification e OrE

dihydrofolate reductase activity / drug binding / folic acid binding
methotrexate binding / mRNA binding / NADPH binding

Figura 7. Informacion de la proteina Dihidrofolato reductasa, el target del methotrexate segin
la base de datos Drugbank.

2.1.4. Busqueda de posibles zonas de alostéricas de la proteina DHFR

Ante eldocking de nuevos ligandos también esimportante comprobarlazonadelaproteina
donde el ligando interactla, escoger asi el clister posicionado al centro activo y sihay que
tener en cuenta otras zonas.

Para ello se utiliza la herramienta FTMap donde insertando el PDB ID de nuestra proteina
consigue realizar lasimulacion:



Map | Queue | Results = Examples | Help | Papers

Contact Map | Queve Results Examples Help | Papers  Contact

FTMap

computational solvent mappin

FTMap

computational solvent mappin:

Wiarning: Due to increased server usage, please submit no more than 20 jobs 3t 3 tme.

sign out

Warning: Due to increased server usage. please submit no more than 20 jobs 3t 2 tme. I——

sign out Download Map: D8 or EyMol session

Map

Note: all jobs by non logged in users will be publicly accessible. Please create an account if data is embargoed and
needs to remain confidential

Job Name:

Accepted PDB Input:
20 standard amino acids

Protein

PDB ID:

Upload FDB

Chains:

Whitespace separate desired chains. Leave
chains blank to use all chains.

» Advanced Options

| Map |

Figura 8. Entrada principal de la herramienta Ftmapp y resultado de un ejemplo de la pagina.

2.1.5. Calculo de la energia de interaccion y docking de las estructuras
proteina-ligando

Para la parte experimental basicamente se ha utilizado las herramientas
Swissdock?®, SwissSimilarity?®y el programa Chimera 1.13.1.

La herramienta Swissdock tiene como objetivo predecir las interacciones
moleculares entre una proteina y un ligando concreto (farmacos, péptidos...),
gracias su software EADock DSS?8.

= b

SwissDock
Swiss Institute of Molecular
Bi Group
Home ‘ Target Database Submit Docking Command Line Access Help Forum Contact
Target selection Help
Search for targets: Prediction of native binding modes (NBM)
| search | Assay  NBM ranked first NBM within the top 5

% %
ie. PDB code, protein name, sequence, or URL Nafiedocking 257 64 7%
Cross docking 26 % 44 %

or upload file (max 5MB)

Using predicted binding modes

Ligand selection
Once your job is terminated, you will receive an e-mail with a link to a reference

complex and predicted binding modes. They can be converted to your favorite
format, or used directly. The ViewDock plugin of UCSF Chimera is very
convenient to explore the predicted binding modes

Search for ligands:
] Search |

For experimented users, CHARMM PSF/CRD/RTF/PAR files are also provided
ie. ZINC AC, ligand name or category (like scaffolds or sidechains), or URL for subsequent calculations.

or upload file (max 5MB)

Description

Job name (required).

E-mail address (optional). Docking of GDP in GNAQ_HUMAN, a therapeutic target in oncology. The

Figura 9. Entrada principal del Swissdock.

En el caso de SwissSimilarity, es una herramienta de busqueda de farmacos
similares al nuestro segun las propiedades a tener en cuenta (farmacos en
proceso de investigacion, comercialmente viable...).
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E
é SwissSimilarity

Swiss Institute of
Bioinformatics Home FAQ Help Contact Disclaimer

This website allows you to perform ligand-based virtual screening of several libraries of small molecules. using different approaches.

If you use this web tool, please, cite the following paper: Zoete, V., Daina, A, Bovigny, C., & Michielin, O. SwissSimilarity: A Web Tool for Low to Ultra
High Throughput Ligand-Based Virtual Screening., J. Chem. In. Model., 2016, 56(8) ‘39v1 0-
Choose a reference small molecule [3 P 5 X D'r] |SJ ®‘4 1 @ o

Paste a SMILES in this box, or draw the reference molecule
CN(Cc1cnc2ne(N)nc(N)c2n1)cicec(cc1)C(=0)N[C@@H](CCC(O)=| =

Examples: v Clear

Choose a method and a library to screen
Choose a library of small molecules to screen and the
screening methods in the list below

Perform the screening

Submit

vide a SMILES before submitting)

Flgura 10 Entrada principal del SwissSimilarity. El cdico SMILE del Methotrexato se ha

introducido como ejemplo para visualizarlo.
2.1.6. Visualizacion y analisis de estructuras 3D

Por ultimo, el software Chimera 1.13.1 permite la visualizacién de los resultados
del docking y su andlisis de la estructura molecular incluyendo asi analizar las

interacciones entre proteina y ligando, alineamientos de diferentes estructuras
proteicas, analisis de secuencias...

2.2. Resultados

2.2.1 Estudio de DHFR y mutaciones descritas

Secuencia de proteinas

Con el objetivo de iniciar el andlisis de la estructura del enzima DHFR se
selecciona como referencia la secuencia descrita en el banco de datos

GeneBank:

Tabla 5. Secuencia proteica de la estructura DHFR agreste.

1 MISLIAALAVDRVIGMENAMPWNLPADLAWFKRNTLDKPVIMGRHTWESI
51 GRPLPGRKNIILSSQPGTDDRVTWVKSVDEAIAACGDVPEIMVIGGGRVY
101 EQFLPKAQKLYLTHIDAEVEGDTHFPDYEPDDWESVFSEFHDADAQNSHS
151 YCFEILERR
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Se han descrito diferentes mutaciones que confieren resistencia al MT:

Por un lado, la variante humana llamada F31R/Q35E33donde se determind
que la afinidad al farmaco MTX se reducia a causa del efecto de varias
sustituciones combinadas a la vez de la proteina. Estas sustituciones son
los aminoacidos fenilalanina (F) 31 por Arginina (R) 7 y la glutamina (Q)
35 por el glutamico (E).

Por otro lado, la variante L22F con sustituciones de la leucina(L) 22 por la
fenilalanina (F). En este caso®*resulta que la afinidad del MTX a la proteina
se reduzca por una mayor separacion del anillo nicotinamida y el anillo
pteridina del farmaco en comparacion a al DHFR WT.

Tabla 6. Secuencia proteicade laestructura DHFR no mutaday de las dos estructuras mutadas

1
51

F31R/Q35E y F31S/F34S.

Secuencia proteina DHFR F31R/Q35E (PDB 3EIG)

VGSLNCIVAVSQNMGIGKNGDLPWPPLRNEFRYFIdRMTTTSSVEGKQNLV
IMGKKTWFSIPEKNRPLKGRINLVLSRELKEPPQGAHFLSRSLDDALKLT

101 EQPELANKVDMVWIVGGSSVYKEAMNHPGHLKLFVTRIMODFESDTFFPE
151 IDLEKYKLLPEYPGVLSDVQEEKGIKYKFEVYEKND

1
51

Secuencia proteina DHFR L22F (PDB 1DLR)
VGSLNCIVAVSQNMGIGKNGDFPWPPLRNE[JRYFQRMTTTSSVEGKQNLV
IMGKKTWFSIPEKNRPLKGRINLVLSRELKEPPQGAHFLSRSLDDALKLT

101 EQPELANKVDMVWIVGGSSVYKEAMNHPGHLKLFVTRIMQDFESDTFFPE
151 IDLEKYKLLPEYPGVLSDVQEEKGIKYKFEVYEKND

Para una mejor comprension de los cambios, alineamos las secuencias de las
proteinas descritas:

Conservation

1RG7 (#0)chainA 1 - -M | SL | AA
Jeig (#1) chain A iV LENC

1dir (#2) chain A 1V LNG I

1 m 21

31

AVDRV IEMEN AMPWNLFAD- LAWFKRNT == ====-= LDKPY

INME | & KN OLPFWPPLRNI Y EHER M VESBKANLY

INME 1 & KN LRMN RYFQRM KQNLY
81

51 61 T

Conservation

Jdeig (#)chainA 51 | M KKETW

1RG7 (#0)chainA 41 | - RHTWES | ---RI'I R KNI
WiE I
1dir (#2) chain A 51 [ KK TWI I

I EKNRFLKER
1 KNREFLKEZR

101 1m 121 131 141

Conservation

1RG7 (#0) chainA 82 - - | AACT DV E MY 1 RY
eig (#1) chain A 101 ) LANKY MW
1dir (#2)chain A 101 EC S EL AN KY MY W

151 161 171 181

Conseivation

1RG7 (#0) chain A 128 DW
3eig (#1)chainA 151 |0 L K
1dIr (#2) chainA 151 | 0L [ K

= I )

VE - - SYCE
L VLSDVQ KG IKYKFE VYEKN
L IKYKFE V

2

Figura11. Alineamiento delassecuenciasdel 1RG7,3EIGy1DLR. Enazulse encuentra
marcado los amino&cidos mutados de laproteina 3EIG (F31R/Q35E) y envioleta de laproteina

1DLR (L22F).
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Centrandonos en la linea de Conservation este nos muestra la secuencia
coincidente de la proteina agreste respecto a las dos estructuras, viendo asi que
entre estas dos Ultimas presentan modificaciones en la posicion 22, 31y 35.

Estructura de la proteina WT y las proteinas mutadas

En relacién con la estructura de DHFR se ha escogido la proteina experimental
con codigo PDB 1RG7.

Figura 12. Representacién 3D del PDB ID 1RG7. Los colores representan las estructuras
secundarias de la cadenay el ligando.

Estructuralmente, la enzima dihidrofolato reductasa estda compuesta por 1
cadena de tipo 3-Layer (aba) Sandwich, constituyéndose entre estructuras
secundarias y primarias.

En el caso de la enzima con presencia de mutaciones, se ha seleccionado las
proteinas experimentales con los siguientes codigos PDB: 1DLR y 3EIG. Estas
mutaciones, F31R/Q35E y F22L, se sitlan en el centro activo de la proteina WT:
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Figura 13. Secuencias coloreadas azul son las posiciones de los aminoacidos mutados
F31R/Q35E y de color violeta representa el aminoacido mutado F22L.

2.2.2. Estudio de interaccién del MTX con DHFR agreste y mutadas

Una vez que revisadas las secuencias y estructuras del enzima agreste y
mutadas (resistentes), se analizan las interacciones del MTX con el enzima:

DHFR agreste

§

Figura 14. lReprntacién 3D del PDB ID 1RG?7 interaccionando con el ligando MTX.
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A~g” Tyr100A

- \ Phe 31A
aa |
eson | oM
fesoa | - | -
Lleu 28A \
\ ,
) lleSA

" K”I

Asp 27A

Figura15.RepresentaciéndelasinteraccionesdelMTXyelenzimaDHFR experimental con
el cédigo PDB 1RG?7.

Empezando por los carboxilos del final de la estructura del farmaco, se presentan
enlaces de hidrogeno con aminoacidos con cadena lateral cargada (Arg), polares
(Asn), interacciones Tr-staking (Phe), aminoacidos con cadena lateral
hidrofobicos en la zona aromatica (Tyr, lle) y finalmente con cadena lateral
cargada (Asp).

En relaciébn a la zona de interaccion, la secuencia seleccionada en verde
representa aquellos nucleétidos dentro de un rango de 5 A alrededor del ligando:

1rg7 (#0)chainA 1 M1 SLIIAAL AVDRV | GMENAMPWH L P ADIEAWEKR NI/ L DKPV I MGRHEWESH
1rg7 (#0) chain A 51 GRPIBPGRKN I [ L|SSQPGTDDRVITWVIKSVDEA | AACGDVPE[ITMVIIBGGRVN
1rg7 (#0) chain A 101 EQF LPKAQKLYLTHIDAEVEGDTHFPDYEPDDWESVFSEFHDADAQNSHS
1rg7 (#0) chain A 151 [YCFE | LERR

Figura 16. Secuencia seleccionada del enzima DHFR WT situada a 52 de distancia al ligando.

DHFR F31S/Q35E

En el caso de la proteina mutada, el ligando MTX se situa en la zona de los
aminoacidos S 31 Ay 35A:
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AA . \

"
Figura 17. Situacion del ligando MTX en la proteina mutada. Los colores azules representan la

posicién de los aminoacidos mutados S 31 Ay 35 A.

Se representa las interacciones del MTX-DHFR mutado:

Arg70A

H N
U H
o "
AN
H H.\ o AsnB4A
Sy e/jL S —0
g 5
________ b
HN_ 0" H
- Phe34A
11e60A
o)
Leu22A
2 “’¢' .H'\\
Arg31A S el : e — =
g L o= R
NP 2NN “H., R
f ) ~
f %
O R
H B
d
PRCIN ValllSA\NH
—o I

Glu30A

Figura18.RepresentaciondelasinteraccionesdelMTXyelenzimaDHFR experimental con
el codigo PDB 3EIG.

Empezando por los carboxilos del final de la estructura del farmaco, se presentan
enlaces de hidrogeno con aminoé&cidos con cadena lateral cargada (Arg), polares
(Asn), interacciones hidrofébicas con el aminoacido mutado (Arg) entre otros,
interacciones Tr-staking (Phe), y finalmente enlaces de hidrogeno con un
aminoacido con la cadena lateral cargada (Glu) y apolares (Val e lle).
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Para la proteina DHFR L22F el ligando con que interacciona es un farmaco en
estado experimental llamado Piritrexim34.

NH,  CH, o
N | N
/‘\\ /
HN N N

Figura 19. Estructura molecular del farmaco Piritrexim con el que interacciona la proteina
DHFR L22F.

El piritrexim se utiliza en pruebas de estudio relacionado en tratamientos contra
el cancer de Uretra y de vejiga donde el target, como en el caso del metotrexato,
es el enzima DHFR.

En el caso concreto de la estructura experimental 1DLR, no se analizard las
interacciones que presenta con la proteina al ser un farmaco diferente por lo que
no es comparable, sin embargo, hay que destacar que el piritrexim se une en el
mismo sitio activo que el MTX.

Figura20. Comparaciondela protel'na3'EIG y 1DLR. Elligando piritrexim se sitiaen lamisma
zona de activacion que el MTX.

2.2.3. Docking del MTX con DHFR agreste y mutadas

A continuacion, se ha analizado las interacciones del enzima DHFR y el MTX
mediante un docking en swissdock de las tres estructuras descritas.
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http://www.swissdock.ch/docking

Los resultados siguientes muestran las energias de interaccion del cluster de
menor energia ya que el modelo estructural concuerda con los datos

experimentales (cristalograficos):

Tabla 7. Energia de interaccion generadas en el docking.

Estructura Energia (Kcal/mol)
MTX-DHFR World Type (WT) -15.44
MTX-DHFR F31R/Q35E -14.31
MTX-DHFR L22F -11.91

Docking MTX-DHFR WT

. ﬁ 3 8 ’i_/

Figura 21. Repfesentacién del docking MTX y el enzima DHFR no mutada.

x W~

Las interacciones encontradas en el docking DHFR WT-MTX son enlaces de
hidrégeno de los grupos amino con aminoécidos hidrofébicos (lle) y con cadena
lateral con carga positiva (Asp), los grupos carboxilos con aminoacidos con
cadena lateral con carga (Arg) y finalmente interacciones aromaticas con Phe en
la zona de los anillos del farmaco.
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Comparacion del docking respecto a su referencia experimental

Tabla 8. Interacciones del farmaco MTX en la proteina experimental y el docking.

MTX-DHFR experimental Docking MTX-DHFR WT
ArgSTA ArgSTA
HN EM H« E 195\/‘ Lys32A
:.EMN\ "‘-__\‘.' :I" L L / ] ;\t

.

X
.., ~
" X
Q/LK\/E
. 3.,
(8] 0

HN.___0

Asp 27A

Si comparamos ambos resultados, el MTX del docking se sitla en una posicion
en la proteina similar al experimental coincidiendo asi la mayoria de las
interacciones con aminoacidos: enlaces de hidrogeno con Arg 57 A, , lle 5A'y
Asp 272, interacciones hidrofébicas con lle 50 A, Leu 28A, Arg 31A y finalmente
T-stacking con Phe 31A.

Docking MTX-DHFR F31R/Q35E

En este caso, las interacciones se reducen concentrandose en la zona de los
grupos carboxilicos con el aminoacido Arg y el anillo aromatico del centro del
ligando con Phe.



Viendo que la energia calculada es menor que en el docking de la proteina no
mutada, no es de sorprender la reduccibn de enlaces y otros tipos de
interacciones proteina-ligando.

Tabla 9. Interacciones del farmaco MTX en la proteina experimental F31R/Q35E vy el docking.

MTX-DHFR F31R/Q35E
(experimental)

Docking MTX-DHFR F31R/Q35E

Arg70A
Arg70A

H
| z
P H
W ANy | A& s Am3A
@ N, X \(
N S QY ~.__“ /.' J

O

1le60A
Leu22A

Arg31A

Glu30A

En este caso, a pesar de que el ligando en el docking se sitle en la misma zona
activa que la proteina experimental apenas, se encuentra pocas coincidencias
en entre las interacciones de ambas proteinas: Enlace de hidrogeno con el
aminoacido Arg 70A e interacciones hidrofébicas con lle 60A.

Docking MTX-DHFR L22F

W (i ST N 4 C\E A B
Figura23.InteraccionesdelMTXyelenzimaDHFR L22F. Marcado encolorvioletael
aminoacido mutado.

El ligando MTX se sitda justamente en la zona del aminoacido mutado, aunque
tanto las estructuras experimentales como el docking presentan interacciones 1r-
stalking en general, el hecho de que haya mas anillos aromaticos en la zona de
activacion no es indicio de mejor interaccion. De hecho, la energia es menor en
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comparacion a las demas estructuras y presenta menos enlaces de hidrogeno
(con Asn, lle, Val y Glu).

Comparacion del docking de las tres proteinas DHFR

Una vez analizado por separado comparamos los tres dockings en una misma
tabla:

Tabla 10. Interacciones del ligando respecto a cada proteina realizada el docking.

Docking MTX-DHFR WT

ArgSTA
H« : 5
\
) ,.-u," ; -t'e..""?\/\ Lys32A
of ™. Y

P

o N.“ L ~__- -~ >
s o N3,
0 (¢}

HN. //0
fe)
\ [
|
sesoa | M

Lew 28A \
\

Phe 310
le 94A

o ".v. g
: ’l- N L R, = \
P ik i
, N I
0,

2:

Asp 27A
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Docking MTX-DHFR F31R/Q35E Docking MTX-DHFR L22F

Arg70A *

s,
H 3 Arg31A '
| ,%‘3’1?\/ e Asn 64A G
W "'N‘H. X \( N Q
eﬂ/ - 3 G/EL S
N 8 P 7 N

< é (\/kb
T g

\\O

G

0

H ~H'~‘ e
L.

(\/L i / \
HN__0 ( @ ;
344 | | Phe 34A
4 ‘n
N ‘N
7 M
NS

lle 60A

q L U;.' N _/‘ val 115A
ThrseA | ¢ s
Tyr 121A M“\r"” ?
AN Glu 30A

2.2.4. Busqueda de ligandos

Inicios de busqueda de posibles ligandos con Swissdock

Una vez analizado las interacciones, el segundo objetivo es encontrar un ligando
diferente que pueda mantener el patron de interacciéon del MTX con la enzima
agreste y pudiera mejorar el mismo con las enzimas resistentes.

Para tener una idea por donde iniciar la blusqueda y testear la interaccion del
nuevo farmaco se utiliza la herramienta Swisssimilarity, en la que se realiza una
busqueda introduciendo los siguientes parametros:

e Capa electrostatica similar al MTX.
e Farmacos aprobados y comercializandose
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Ante estas caracteristicas la herramienta no dos farmacos a escoger:

DB00563, Methotrexate DB06813, Pralatrexats DBO , Folic Acid DBO: , Leucovorin
Score : 0.926 Score : 0.903 Score 0 879 Score O 869
. o Eoadi ], WER. o0
Y™y Loy ® o o
N =y N o -
Ny N ' r J
lk A A
DBO0642, Pemetrexed DB00116, Tetrahydrofolic acid DB00293, Raltivexed DB04711, lodipamide
Score : 0.860 Score : 0.855 Score : 0.815 Score : 0.795
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Teniendo en cuenta que cuanto mas elevado sea el valor Score mas
coincidencias se presenta en comparacion al MTX, se ha escogido el farmaco
Leucovorin.

En el caso del Pralatrexate ya se utiliza como tratamiento anticancerigeno
inhibiendo el enzima DHFR, sin embargo, el Unico cambié estructuralmente es
la adicion de un triple enlace entre los anillos arométicos.

En el caso del acido félico, este se utiliza en los tratamientos quimioterapéuticos
para reducir los efectos adversos del MTX debido a que es un precursor de la
sintesis de nuevos aminoacidos y acidos nucleicos (ante la falta de estos
precursores por la quimioterapia se genera diferentes efectos en contra del
paciente).

El Leucovorin es una forma reducida del acido folico, se utiliza también en
conjunto con otros farmacos para reducir los efectos secundarios por la falta de
acido folico y potenciar la eficacia del MTX. Por tanto, estructuralmente hablando
la diferencia entre el anterior farmaco y el Leucovorin es que es la forma reducida
de esta molécula y se ha escogido este farmaco por su funcion.
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Figura 24. Estructuradel Leucovorin (izquierda) y del MTX (derecha). Ladiferencia entre ambas
se remarca en color azul.
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Busqueda de posibles zonas alostéricas

Con el objeto de tener mas informaciéon para la seleccion del modelo obtenido
para los posibles nuevos ligandos, se ha realizado un estudio de posibles sitios
de union de la enzima mediante FTMap, por si el Leucovorin no presentara el
mismo sitio de union que el MTX.

4
Figura 26. Alineamiento de la estructura analizada por FTMAP (izquierda DHFR WT y derecha
F31R/Q15E) en busca de coincidencias de la zona de activacién y el ligando MTX (ligando rojo).

Comparando la estructura experimental del DHFR, el ligando MTX se sitla en el
centro de activacion de la misma forma que la proteina F31R/Q15E. En la
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derecha de la figura se visualiza varias zonas alostéricas en el extremo opuesto
del centro.

Energias de interaccion con nuevos ligandos

Se realiza finalmente el docking de las tres proteinas junto con el nuevo ligando,
leucovorin, el cual se resume en una tabla las energias resultantes:

Tabla 11. Energia de interaccion generadas en el docking con el ligando Leucovorin.

Estructura Energia (Kcal/mol)

Leucovorin-DHFR agreste -13.22

Leucovorin -DHFR -13.34
F31R/Q35E

Leucovorin -DHFR -12.93
F31S/F34S

Viendo que los resultados del Leucovorin se acercan a resultados similares al
docking con el MTX, se testea dos ligandos distintos derivados del MTX:

2
O  COOH
1 NH2 i
N
SOR 1
I
PN cooH
HoN N N CHs

Figura 27. Dos ligandos diferenciados derivados del metotrexato.
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Los resultados de las energias de interaccion se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 12. Energia de interaccion generadas en el docking con los ligandos modificado.

Estructura Energia (Kcal/mol)

Farmaco mod 1-DHFR -9.81
agreste
Farmaco mod 2-DHFR -9.92
agreste
Farmaco mod 1 -DHFR -9.45
F31R/Q35E
Farmaco mod 2 -DHFR -9.06
F31R/Q35E
Farmaco mod 1 -DHFR L22F -9.12
Farmaco mod 2 -DHFR L22F -8.58

Tanto las modificaciones 1 del farmaco y las modificaciones 2 dan resultados
similares energéticamente. Esto puede ser ya que hay interacciones donde
mayormente coinciden en todos los casos como el m-stalking del Phe 31A y
enka\lces de hidrogeno con aminoé&cidos con carga en la cadena literal como Arg
57A.

En el caso de la modificacion 2 con DHFR L22G, la energia baja corresponde a
la falta de interaccidon con aminoacidos con cadena lateral aromatica como se ha
ido viendo comunmente en los anteriores casos.

R\ a8
. \ P

Farmaco mod 2 DHFR L22F

Farmaco mod 1 DHFR L22F
Figura 28. Interaccion de la proteina DHFR L22F con el farmaco modificado n°1 (izquierda) y el
farmaco modificado n°2 (derecha).
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2.2.5. Tabla de resultados

Analizado los ligandos propuestos con las proteinas DHFR WT, DHFR
F31S/Q35E y finalmente F22L, se resume en una tabla todas las interacciones
comentadas:

Tabla 13. Tabla de resultados de las principales interacciones por proteina y ligando.

Interaccion
Farmaco Mutacion Swiss
modeler

Principales

interacciones

Enlaces de

Enlaces de hidrogeno
hidrogeno: lle,  °" ':;9 lle'y
e interacf:)i’ones

WT IRG7  m-stalking (gl
(Phe), Van der hidrofobicas
Waals (Ile con lle, Leu,
Leu) Arg y -
stacking con
Phe.

Enlaces de _Enlace de

hidrogeno hidrogeno con
(Arg, Asp), TT - el aminoéacido

F31R/Q35E 3EIG Arg 70A e
interacciones
hidrofébicas
con lle 60A
Enlaces de
Hidrogeno
con Asn, lle,

Valy Glu

stalking (Phe),
Van der Waals
(lle, Leu)

F22L 1DLR



WT
Leocovorin
F31R/Q35E
F22L
Modelo
Swiss
WT modeler
MTX
Modificacién
n°1
F31R/Q35E
F22L
MTX
Modificacién WT

ne 2

Enlaces de
hidrogeno
(Arg)’ -

stalking (Phe)
e
interacciones
hidrofébicas
con Leu.

Enlaces de

hidrogeno con

Ser, Lysy

Glu, -
stalking con
Phe e
interacciones
hidrofébicas
con Tyr.

Enlaces de

hidrogeno:

Thry Arg

Interacciones
m-stalking con
Phe 31A,
interacciones
hidrofébicas
con Leu 54A 'y
enlaces de
hidrogeno con
Arg 57 y Asp
23
Interacciones
Tr-stalking con
Phe 31A,
interacciones
hidrofébicas
con Pro61Ay
enlaces de
hidrogeno con
Arg 32y Arg
28
Interacciones
Tr-stalking con

Phe 22Ay

enlaces de

hidrogeno con

Arg 32A.
Interacciones

Tr-stalking con
Phe 31Ay
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enlaces de
hidrogeno con

Arg 57A.

Interacciones
Tr-stalking con
Phe 31 e
interacciones
F31RIQ35E hidrofébicas
con Leu 28y
Asn 23A

No hay
enlaces de
hidrogeno.

Interacciones
F31S/F34S 11 stalking con
el aminoacido
mutado Phe
22.

Viendo los resultados de los ligandos testeados, podemos concluir que
metrotrexato es el que mejor energia de interacciéon demuestra. Comparandolo
con los demas ligandos, las interacciones mas comunes es el 1-stalking con Phe
y enlaces de hidrogenos con aminoacidos con su cadena lateral cargada.

En relacion a las proteinas DHFR WT vy las variantes F31S/Q35E y L22F,
claramente las mutaciones presentan menor energia de interaccién por lo que
serian explicaciones de la resistencia del farmaco en el tratamiento.

Ante el objetivo de buscar un farmaco afin al tratamiento, la eleccién a escoger
seguiria siendo el MTX y como complemento el leucovorin, el segundo farmaco
con mejor energia de interaccion.
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3. Conclusiones

A lo largo del proyecto se ha hecho una basqueda biografica en relacion al cancer
de Leucemia Linfoblastica Aguda y los tratamientos que se han desarrollado a lo
largo de la historia como la radioterapia, y en nuestro caso concreto la
guimioterapia.

Dentro de los multiples agentes quimioterapéuticos encontramos el Metotrexato,
un farmaco el cual su gran utilizacion se remonta en los afios 60, sin embargo, a
lo largo de los afios se han mostrado indicios de resistencia a la terapia.

Dentro los posibles motivos de resistencia se encuentran las mutaciones del
enzima DHFR que provocan que el farmaco se una con menor afinidad a la
proteina.

Una vez visto la posibilidad de la resistencia causada por una mutaciéon del propio
enzima, se encontré dos estructuras variantes experimentales en la bibliografia,
de las cuales estaban disponibles su estructura 3D en la base de datos PDB.

Analizando las interacciones antes del docking, predominante los enlaces de
hidrogeno y Tr-stalking con Phe el cual comparando los resultados de las
estructuras enzima-ligando a posteriori del célculo, la situaciéon y las
interacciones coinciden con los enzimas experimentales.

Una vez analizado las interacciones de las proteinas junto el MTX como ligando,
se ha testeado con tres ligandos mas diferentes: el Leucovorin, un farmaco
extraido por SwissSimilarity por su similitud en la capa electrénica con el MTX, y
dos ligandos diferentes derivados del MTX.

Los resultados muestran interacciones menores en comparacion con el docking
de la proteina DHFR WT a causa de la reduccién de los enlaces de hidrogenos
y/u otro tipo de interaccion.

Una vez visto los resultados, se puede concluir que no se ha encontrado un
ligando con mejor interaccion al DHFR-MTX original, pero si posibles enlaces a
tener en cuenta a mayor busqueda de ligando.

En relacion con el seguimiento del proyecto, a lo largo del desarrollo no se ha
conseguido seguir la planificacion hecha al inicio por motivos de falta de
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organizacion, herramientas saturadas (ej: SwissSimilarity) o incluso
herramientas con el servidor caido durante dias (ej: Swissdocking).

Ademas, las dificultades encontradas a lo largo del trabajo se focalizan a la hora
de utilizar el Software Chimera. Tanto la proteina como el ligando requeria
prepararlos previamente para el docking con Chimera pero, ya sea por un fallo
de configuraciéon o de guardado, en ciertas ocasiones Swissdock no permitia
realizar el calculo o acababa en error ya que la estructura imputada no estaba
correctamente.

Las mejoras del trabajo a tener en cuenta serian, por ejemplo, un analisis mas
profundo de las estructuras proteina-ligando y no quedarnos en los enlaces de
hidrégeno y 1r-stalking, si no ir mas alla como estudiar las zonas polares de la
proteina si influencian la posicién del farmaco.

Finalmente, los trabajos futuros a contemplar es el docking del farmaco
pralatrexate® ya que es una antimetabolito mas afin al DHFR que el MTX y por
ello también se utiliza en el tratamiento anticancerigeno y estudiar qué puede
hacer que interactie mas y buscar mejoras.

Otro posible trabajo es investigar el campo de los péptidos como aplicacion
anticancerigena3®?’ ya que recientemente se han publicado prometedores del
campo de la inmunoterapia.
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