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Resumen:

El Condroitin Sulfato es el glicosaminoglicano (GAG) mas abundante en la matriz
extracelular, cuyo patrén de sulfatacion da lugar a diferentes estructuras que le confiere
cierta afinidad con diversas proteinas, como factores de crecimiento, desencadenando
distintos roles bioldgicos. El trabajo presentado en esta Tesis doctoral ha sido
principalmente el estudio de interaccion entre miméticos de Condroitin Sulfato (CS) con
los factores de crecimiento de union a Heparina, las citoquinas Midkina (MK) y
Pleiotrofina (PTN). Dependiendo del codigo de sulfatacion del CS se encuentran
diferentes tipos, siendo el derivado de tipo E con unidades de Glc y GalNAc, el que
establece uniones fuertes con este grupo de proteinas y con el que se ha trabajado en esta
Tesis doctoral. Por lo tanto, los diferentes miméticos estudiados se engloban en dos series:
tres ligandos tetrasacaridos y tres pentasacaridos de CS-E con diferentes patrones de
sustitucion, con los que posteriormente se desarrollaran los estudios de interaccion con
estas dos citoquinas.

En primer lugar, se ha determinado la estructura de los seis miméticos por RMN
utilizando principalmente la técnica 2D-NOESY, complementada con 2D-COSY, 2D-
TOCSY y 2D-HSQC. Estos datos experimentales acerca de las conformaciones de los
anillos y las orientaciones de los enlaces interglicosidicos han sido contrastadas
paralelamente con calculos computacionales de dinamica molecular, observandose que el
patrén de sustitucion en el ligando dificultaba su reproducibilidad teérica.

La segunda parte de este proyecto consiste en estudiar la afinidad de estos miméticos con
ambas proteinas observando si se establece dicha union y que partes del carbohidrato y
de la citoquina se encuentran involucradas. Mediante los experimentos de STD
(Saturation Transfer Diffusion) y NOESY transferido se demostro que existia interaccion
deslocalizada por todo el esqueleto del oligosacarido, ademéas de observarse que la
estructura de los ligandos en su forma libre y enlazada no variaba. Paralelamente, la
técnica de Polarizacion de Fluorescencia (FP) aval6 esta interaccion demostrando ademas
que la presencia de sistemas aromaticos en el esqueleto del carbohidrato la aumentaba.
Una vez observado el comportamiento del ligando en su forma complejada, nos
planteamos estudiar dicha interaccion desde la proteina. Para ello el experimento °N-
HSQC nos permitié conocer los aminoacidos mas involucrados en esta interaccion,
realizando el experimento con el ligando mas sencillo unido a la PTN.

Por otro lado, se llevaron a cabo estudios de interaccion tedricos para profundizar en el
conocimiento de esta union tanto con la MK como con la PTN. El docking molecular nos
permiti6 ampliar las zonas de afinidad simulando otros bolsillos de interaccion
confirmando por otra parte las diferentes orientaciones que pueden adquirir los ligandos
hacia estas citoquinas. Una vez conocida la estructura molecular de los seis miméticos en
la primera parte del trabajo y la zona de mayor afinidad con la proteina, se amplian los
calculos tedricos al estudio del complejo para reproducir su estructura de nuevo mediante
simulaciones.



Por ultimo, las aproximaciones MM/PBSA y MM/GBSA (Molecular Mechanics with
Poisson-Boltzmann (PB) or Generalizated Born (GB) and Surface Area Solvation)
permiten determinar los cambios de energia libre de union de nuestros miméticos a estas
proteinas conociendo ademas la participacion de los aminoacidos a partir de simulaciones
mediante modelos de solvatacion.
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Introduccion y objetivos



Introduccion y objetivos

1.1 Carbohidratos

La glicobiologia es el estudio de la biosintesis, estructura, biologia y evolucion de los
carbohidratos (denominados también glicanos o hidratos de carbono) que son un grupo
de moléculas, compuestas mayormente de hidrégeno, carbono y oxigeno, distribuidas
ampliamente en la naturaleza, considerandose la principal fuente de energia y pudiendo
ser reconocidas por otras biomoléculas como las proteinas. M2 ELA]

Los carbohidratos son los productos naturales mas abundantes desempefiando papeles
esenciales en los seres vivos como el de proporcionar energia en nuestro cuerpo para su
uso inmediato (glucosa), o conservacion (almidén y glucégeno). Ademas, actlan como
blogues de construccion estructural (denominados building blocks) de crustaceos e
insectos y se encuentran también en las paredes vegetales y celulares de ciertos hongos
(quitina 'y celulosa respectivamente). También constituyen los componentes
fundamentales de todas las superficies celulares donde estan involucrados procesos de
reconocimiento celular esenciales para la vida.M]

Una caracteristica importante de la quimica de los carbohidratos es la funcionalizacion y
modificacion del anillo de azucar, implicando la desoxigenacion, epimerizacion,
introduccién de dobles enlaces y otros grupos funcionales, y modificacion del grupo
hidroxilo. Todas estas modificaciones estan presentes en la naturaleza en multitud de
sustancias con actividad bioldgica y relevancia farmacoldgica.[”)

Los glicanos se presentan en forma de estructuras simples o complejas asociadas a otras
biomoléculas, formando los denominados glicoconjugados. Su proporcién de azlcar
puede variar mucho en funcion de su tamafio total. La superficie de todo tipo de células
en la naturaleza esta cubierta en su parte periférica por el glicocalix, rico mayormente en
carbohidratos. Segun su union a diferentes biomoléculas podemos encontrar varios tipos
de glicoconjugados: glicoproteinas, donde la proteina se encarga de transportar uno 0 mas
glicanos unidos covalentemente al esqueleto polipeptidico generalmente a través de
enlaces de N u O. Un N-glicano es una cadena de azlcar unida covalentemente a un
residuo de asparagina de una cadena de polipéptidos que cominmente involucra a un
residuo de N-acetilglucosamina (GIcCNAc) en eucariotas. Un O-glucano (oligosacérido
unido a O) se une frecuentemente al polipéptido a través del grupo hidroxilo de un residuo
de serina o treonina. 816l

Un proteoglicano presenta una o méas cadenas de glicosaminoglicanos (GAGS), polimeros
con unidades repetitivas de disacarido sulfatado, unidos por O a una core protein, que €s
una proteina central en cuyo extremo contiene un residuo de xilosa unido al grupo
hidroxilo de un residuo de serina. Algunos proteoglicanos pueden transportar cadenas
GAGs y diferentes O- y N-glucanos.[®M*lUn glicosilfosfatidilinositol es otro tipo de
glicoconjugado que contiene un glicano entre un fosfatidilinositol y una
fosfoetanolamina, que esta unida mediante enlace amida con el terminal carboxilo de una
proteina. Esta estructura generalmente constituye el Unico anclaje a la membrana de la
bicapa lipidica para tales proteinas. Por otra parte, los glicoesfingolipidos (a menudo
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denominados glicolipidos) pueden ser neutros o anidnicos y contienen glucosa o
galactosa unida al grupo hidroxilo primario terminal de la ceramida de la fraccion lipidica.
Cabe sefialar que estos tipos de glicoconjugados representan solo las clases mas comunes
de azUcares reportados en las células eucariotas (Figura 1.1).[4

0%_9,.2‘,9.,91

|
Ser'Thr SenThr  Sar/Thr SerThr Ser/Thr Ser/Thr SerThr

Asn Asn
Lll'gh mannose Hybeid Complex | 'C:':r(: 1 Core?2 Core3 Core 4] HS cS [)5]
L |
N-linked glycans O-linked glycans Glycosaminoglycans

Glycan ®Mannose OGalactose BMN-acetyl glucosamine [ Neacetyl galactosamine ¥ Xylose

nomenclalire  avGlucironic acid  @lduronic acid € N-acetyl neuraminic acid < A-giycolyl neuraminic scid

Figura 1.1. Diversidad quimica de Glicanos.!!

Existen evidencias acerca del papel de los glicanos en el crecimiento y desarrollo celular,
crecimiento tumoral y metastasis, anticoagulacion, reconocimiento/respuesta inmune,
comunicacion célula-célula y patogénesis microbiana. Al estar presentes en la matriz
extracelular, los azucares se encuentran en un entorno de muchas proteinas, como factores
de crecimiento, citocinas, receptores inmunes y enzimas entre otros.

Debido a las interacciones entre ambas biomoléculas, los glicanos presentan numerosas
funciones biolégicas modulando por tanto la actividad de la proteina en la interfaz
extracelular. La glicosilacion es un fenomeno postraduccional que se produce en el
reticulo endoplasmico (RE) y el aparato de Golgi, en donde una misma cadena
polipeptidica puede modificar su funcion eficazmente alterando su patron estructural.
Existen dos tipos de glicosilacion dependiendo de las modificaciones que tengan lugar en
la proteina. La primera de ellas es la N-glicosilacion, si se produce la unién de un residuo
de GIcNACc al atomo de nitrégeno de la cadena lateral de un aminoécido de asparragina
(Asn) a través de un enlace B-1N. El segundo caso, seria la O-glicosilacion que tiene lugar
entre residuos de GalNAc y GIcNAc con aminoacidos que contienen grupos hidroxilo
como Ser o Thr (ver Figura 1.2).1

La diversidad de las glicoproteinas deriva de si hay uno o mas sitios de glicosilacion y de
la comprension de sus interacciones bioguimicas, ya que los glicanos pueden unirse a
multiples sitios de las proteinas dando origen al campo de la glicémica. Esta ciencia se
centra en estudiar el glicoma, definido como el conjunto de las estructuras de los
carbohidratos en todas sus formas. Aunque su diversidad es mucho mas compleja, este
estudio se realiza de forma analoga a la genomica (estudio del ADN), proteémica y
lipidomica (estudio funcional y estructural de proteinas y lipidos respectivamente).
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Figura 1.2. Tipos principales de glicosilacién en humanos.[®!

1.2 Glicosaminoglicanos

1.2.1 Estructura quimica y caracteristicas de los carbohidratos

Para explicar la estructura de los glicosaminoglicanos y poder entender sus propiedades,
comenzaremos describiendo los carbohidratos desde su forma mas simple, los
monosacaridos. Se definen como polihidroxialdehidos o polihidroxicetonas, compuestos
por grupos hidroxilos que se repiten varias veces a lo largo del esqueleto carbonado y un
grupo carbonilo en el extremo final que puede ser un aldehido o una cetona. Estos dos
tipos de grupos carbonilo dan lugar a las aldosas y cetosas respectivamente y la parte
terminal del glicano donde se encuentran estos grupos carbonilos se denomina extremo
reductor. Los azUcares monosacaridicos unidos entre si mediante enlaces glicosidicos
generan oligosacéridos y polisacaridos lineales o ramificados. La forma cerrada de un
anillo monosacaridico genera un centro anomeérico quiral en el C-1 para aldosas, y en el
C-2 para cetosas.

Existen nueve monosacaridos comunes que se encuentran en los glicoconjugados de
vertebrados. Una vez incorporados a proteinas/lipidos, estos “building blocks” pueden
modificarse ain mas para aumentar su diversidad. Los grupos hidroxilos de los diferentes
monosacaridos pueden sufrir modificaciones tales como fosforilacion, sulfatacion,
metilacion, O-acetilacion o acilacion. Aunque los grupos amino estan comunmente N-
acetilados, pueden presentarse también como N-sulfatados o permanecer sin sustituir. Los
grupos carboxilo estan ocasionalmente sujetos a lactonizacion con grupos hidroxilo o
incluso a lactamizacion con grupos amino cercanos.*?H14
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La unién mediante el enlace glicosidico de un monosacarido a otro residuo tiene lugar a
través de un grupo hidroxilo, pero también puede generarse con hidroxidcidos como la
serina (Ser), treonina (Thr) y tirosina (Tyr) para formar las O-glicoproteinas
anteriormente mencionadas.

El enlace glicosidico genera un centro andmerico que puede dar lugar a dos
estereoisdmeros dependiendo del tipo de enlace (o o B). La unién de dos monosacaridos
genera un disacarido, que a su vez puede constituir un punto de ramificacion por
participacion en varios enlaces glicosidicos, formando oligosacaridos (entre 3 y 10
unidades) o cadenas mas largas denominadas polisacéridos. La forma aciclica de los
monosacaridos con cuatro o mas atomos de carbono puede ciclarse por una reaccion
intramolecular hemiacetalica y generar también dos formas diastercoméricas o y f.
Aldosas con 4 0 mas atomos Yy cetosas con 5 0 mas atomos de carbono pueden formar
estructuras de furanosa. Similarmente, aldosas con 5 0 mas atomos y cetosas con 6 0 mas
atomos de carbono pueden formar estructuras de piranosa.

Los carbohidratos son quirales y épticamente activos, presentandose mayormente en la
naturaleza como D-azlcares (siendo D-gliceraldehido y L-gliceraldehido el
monosacarido referente para distinguir ambas series de enantiomeros), mientras que los
aminoacidos que constituyen las proteinas pertenecen a la serie L en su mayoria.[*?l

En la Figura 1.3 puede verse la proyeccion de los azlcares en su forma de piranosa
introducida por Haworth, donde se muestra la nomenclatura de los mismos en funcion de
la posicion del grupo lateral.

Sugar Oliw ong 02 03 04 6 Schematic Diagram
Pentoses v
Ribose D U D D D - 5 ,ﬁ(;)s
Arabinose D U U D D 2 v/l \Y
Xylose D U D U D }»4 ,\{
Lyxose D U U D 1\ U u

D | D

| Y—

Hexoses | |
Allase D U D D D U o o
Altrose D U U D D U
Glucose D U D U D U
Mannose D u U U D u
Gulose D U D D U U
Idose D U U D U u
Galactose D u D U U u
Talose D U U U U U
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Figura 1.3. Tabla de formulacion de los grupos laterales en la proyeccién de Haworth (arriba).
Representacion de los parametros de puckering para un anillo de piranosa (abajo).[23M4

En la Figura 1.3 también podemos observar las diferentes conformaciones existentes para
los anillos de piranosa. La primera de ellas se denomina “conformacion silla”, donde “C1
y 1C4 son imagenes especulares entre si. En el primer caso, el carbono 4 se encuentra
arriba y el carbono 1 esta debajo del plano formado por los atomos C2, C3, C5y O5; al
contrario que ocurre con la conformacién 1Cs, estando C1 arriba y C4 abajo del plano.

La segunda conformacion es la denominada tipo “bote”, representadas como *B, 2°B,
30B (siendo O, el atomo de oxigeno), B14, B2s, B3o; y por ultimo las llamadas “bote
torcido” constituidas por !Ss, °S1, 2So, 3S1, 1S5 y ©Sz. En la conformacion tipo silla, los
oxigenos exociclicos de los andmeros o y B no son quimicamente ni geometricamente
equivalentes, sino que uno de ellos esté orientado de manera paralela (ecuatorial) y el otro
perpendicular (axial) al plano del anillo. El efecto estereoelectronico que tiene lugar
cuando el sustituyente adyacente a un heterodtomo se encuentra preferentemente en
posicion axial en vez de ecuatorial se denomina efecto anomérico. Fue observado en los
anillos de piranosa, considerando el sistema R — Y — C — Z, donde Z es un atomo
electronegativo, C es el carbono anomérico e Y tiene un par de electrones solitario.

6
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Factores electronicos favorecen la disposicion gauche de Ry Z a lo largo del enlace Y —
C.[12]

Por tanto, el efecto anomérico favorece la estabilidad del anémero o frente al B. La
explicacion mas simple considera la disminucion de la repulsion entre los dipolos de los
oxigenos endo- y exociclicos cuando ambos sustituyentes electronegativos se encuentran
en disposicion axial (a-anémero), frente a la disposicion ecuatorial (B-anémero).*s! Otra
explicacion posible para el efecto anomérico considera la interaccion estabilizante,
denominada hiperconjugacion, que ocurre entre el par de electrones libres situados en el
orbital no enlazante del &tomo endociclico del anillo de azucar y el orbital molecular
antienlazante () del enlace adyacente C1-O1, en el caso del anémero a. Por otro lado, el
efecto exoanomerico favorece la conformacion gauche entre el enlace C1-Os y el enlace
O1-R (Figura 1.4). La hiperconjugacion que explica el efecto exo-anomérico se da entre
el par de electrones libres del orbital no enlazante (np) del oxigeno glicosidico Oz y el
orbital antienlazante " del enlace Os-Ca [*61[15]
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Figura 1.4. Representacion esquematica de los efectos anomérico (arriba) y exoanomérico (abajo).

1.2.2 Biosintesis de GAGs

Como se ha visto antes, la glicosilacion es un proceso bioquimico que modifica proteinas
tras su sintesis por los ribosomas, mediante la incorporacion de carbohidratos. Un rasgo
caracteristico de las cadenas de azlcar en su union a proteinas y lipidos es la variedad
estructural generada por las diferentes combinaciones de unidades monosacaridicas
originando una amplia variedad de oligosacaridos.['”l Debido a esta diversidad
estructural, y propiedades como el peso molecular, la estereoquimica de los enlaces
interglicosidicos entre unidades de repeticion de los sacéridos y la composicion de dichas
unidades monosacaridicas, estas moléculas pueden contener una gran cantidad de
informacion bioldgica, demostrandose de hecho que muchas de ellas tienen funciones
bioldgicas especificas. Estas actividades funcionales generalmente estan relacionadas con
las caracteristicas estructurales de los carbohidratos, como la ausencia o presencia de
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grupos sulfato o fosfato. Se cree que el sulfato de condroitina (CS) contiene patrones de
sulfatacion que sirven de anclaje a moléculas mas complejas como son los factores de
crecimiento, citoquinas y otras proteinas. Diversos estudios han demostrado que
secuencias mas largas que un tetrasacarido permiten un mejor ensamblaje de estos
complejos, mejorando asi el reconocimiento y la actividad neuronal.[*]

La ruta biosintética de los GAGs tiene lugar en el aparato de Golgi, pero antes tiene lugar
en el citoplasma, el proceso de sulfatacion. En esta etapa, se absorbe sulfato inorganico
procedente del medio extracelular y se activa a continuacion para que pueda reaccionar
con el glicano aceptor. Estas formas activadas son el nucleosido difosfato (UDP) y el 3°-
fosfoadenosin 5°-fosfosulfato (PAPS).[!

Se conocen principalmente seis clases distintas de GAGs y su biosintesis sigue una ruta
sintética diferente para generar las diferentes estructuras polisacaridicas. En el caso del
sulfato de condroitina (CS), el sulfato de dermatano (DS), el sulfato de heparano (HS) y
la heparina (Hp), la biosintesis comienza generando una secuencia tetrasacaridica comun,
Xyl-Gal-Gal-GlcA unidos entre si por enlaces B (1,3 y 1,4) y enlazados por el atomo de
oxigeno de un aminodacido de serina (Ser) de la proteina nucleo (ver Figura 1.5).

A continuacion, estos residuos se trasladan al aparato de Golgi a través de transportadores
especificos, en donde unas enzimas especificas se encargaran del proceso de adicién de
residuos monosacaridicos y de sulfatacion postraduccional proporcionando la carga
negativa necesaria para que tengan lugar las funciones bioldgicas de los GAGs. Estas
enzimas son las glicotransferasas, encargadas de afiadir los azucares-UDP a la cadena
polisacaridica, y las sulfotransferasas (ST) que utilizan PAPS para sulfatar en posiciones
definidas los residuos de glicano. Este proceso modula sefiales extracelulares como las
interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular (ECM).[*®1 En el reticulo
endoplasmatico tiene lugar la union entre el primer residuo de xilosa y la serina de la
proteina, mientras que los siguientes pasos de elongacidn suceden en el aparato de Golgi.

Una vez formado el tetrasacarido union, el quinto monosacarido decretara el tipo de GAG
que se va a sintetizar. Las B-glicotransferasas, que uniran residuos de GalNAc,
determinaran CS/DS y las a-glicotransferasas llevaran residuos de GIcNAc dictando la
sintesis de HS/Hep (Figura 1.5). Cabe destacar que, para la obtencion de DS y Hep, se
produce una epimerizacion en los residuos de acidos glucurdnicos presentes en CS 'y HS,
contribuyendo significativamente a la diversidad de los GAGs. La biosintesis de CSy DS
se completa mediante la O-sulfatacion llevada a cabo por las enzimas PAPS, que
transfieren el sulfato a las posiciones especificas en residuos de N-acetilgalactosamina,
glucurénico e idurénico.[20M21]

Para el caso del sulfato de keratano (KS), la sintesis transcurre de manera similar a los
anteriores GAGs pero mediante una ruta diferente. Primeramente, se activa el azucar-
UDP en el citosol, continuando por el reticulo endoplasmatico hasta llegar al aparato de
Golgi. Una vez alli, se pueden generar tres clases de KS (tipo I, Il y I11), dependiendo de
su complejacion con la proteina. Si la union tiene lugar por el N del residuo de Asn o por
el O de Ser/Thr, la secuencia que se obtiene es de tipo | y I, respectivamente; si por el

8
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contrario el enlace es a través de un residuo de Ser y una unidad de manosa, se originara
una secuencia de tipo Il1. La polimerizacion de KS se lleva a cabo con glicotransferasas
que afaden alternativamente GICNAc y Gal, y la O-sulfatacion especifica de la posicidn
6 se realiza mediante sulfotransferasas. Por Gltimo, a diferencia de los anteriores, el &cido
hialuronico (HA) es un glicosaminoglicano cuya biosintesis tiene lugar de manera
distinta. Se produce en la membrana plasmatica, carece de linker, ya que no presenta
union covalente a una proteina central, y no esta sulfatado.[*%]

GAG-repeating GAG-protein
disaccharide region linker region

=", o A
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Figura 1.5. Biosintesis de proteoglicanos de GAGs.[?

1.2.3 Estructura e importancia bioldgica de GAGs

Los GAGs son polisacaridos lineales formados por unidades disacaridicas, que alternan
un acido urénico y una hexosamina, repetidas a lo largo de la cadena, con grupos O-
sulfato. Su uni6on a proteinas da lugar a macromoléculas que se denominan
proteoglicanos. El carbohidrato en las glicoproteinas vistas anteriormente puede
representar entre el 1 y el 80 de su peso total, pero normalmente es menor al resto de
proteina. Por el contrario, los proteoglicanos pueden contener un 95% o0 mas de
carbohidratos y sus propiedades son mas parecidas a las de los polisacaridos que a las de
las proteinas.*°!

La mayoria de GAGs estan altamente sulfatados, uniéndose covalentemente a un nucleo
de proteina a través de un linker que enlaza oligosacéridos. Sus unidades repetitivas de
disacaridos cargados negativamente se unen covalentemente a proteinas centrales (core
proteins) proporcionandoles una gran variacion estructural y una enorme versatilidad
funcional, siendo participes en numerosos procesos biolégicos. Estos polisacaridos
alternan diferentes unidades de azucares, véase hexosamina (D-glucosamina o D-
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galactosamina) y un &acido hexourénico (D-glucurénico o L-idurdénico) o hexosa (D-
galactosa). Los GAGs mas comunes se pueden dividir en dos tipos: glucosaminoglicanos,
véase sulfato de queratano (KS, del inglés Keratan sulfate), heparina (Hp, del inglés
Heparin), acido hialurénico (HA, del inglés Hyaluronic acid) y sulfato de heparano (HS,
del inglés Heparan Sulfate); y sulfato de dermatano (DS, dermatan sulfate) y sulfato de
condroitina (CS, del inglés Condroitin Sulfate) como galactosaminoglicanos.?®!

1.2.3.1 Estructura del Sulfato de Condroitina

En esta Tesis nos centraremos en el sulfato de condroitina (CS) siendo uno de los méas
importantes polisacaridos pertenecientes a la familia de los GAGs. El CS esta formado
por una cadena de disacaridos de B-D galactosamina N-acetilada y acido B-D glucurdnico
unidos entre si por enlaces -1,4 y B-1,3. Dependiendo del cddigo de sulfatacion que
presenten, se obtienen distintos tipos de CS (Figura 1.6).[24

o i CStippA  CStipoC CStippE CStippD  CStipoB
“0,C
: o o X=S05 X=H X=S05 X=H X=S05"
~
o o °\ ¥E Y=S0r ¥=S50r Y=S0y Y=H
oz NHCOCH; Z=H Z=H Z=H Z=S0y 7Z=S0r

Figura 1.6. Variantes de CS en funcidn de su grado de sulfatacion.

Como hemos dicho anteriormente, la unidad basica del CS es un disacarido compuesto
por GalNAc y GIcA, unidos entre si segun la secuencia GlcA B (1 = 3) GalNAc B (1 >
4).[251126] | 3 sulfatacion es una de las modificaciones mas comunes y, tal y como se
observa en la Figura 7, los diferentes tipos de CS vienen dados por la disposicion de los
grupos sulfatos en los oxigenos situados en los carbonos 4 y 6 de las unidades de GalNAc,
y en el carbono 2 en el caso de GIcA. Cada cadena de CS esta unida a un residuo de serina

de la core protein a través de una secuencia tetrasacaridica de union Xyl-Gal-Gal-GIcA
(Figura 1.7).
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Figura 1.7. Diagrama esquematico de las estructuras CS-GAG.?!

La estructura macromolecular y la carga polianionica proporcionada por los grupos
sulfato y carboxilo permiten que los GAGs absorban grandes cantidades de agua y formen
soluciones con alta viscosidad y elasticidad. Estas propiedades les permiten desempefiar
funciones como lubricantes de articulaciones y cartilagos, amortiguadores y elementos de
soporte en el tejido conectivo. Se encuentran ampliamente diseminados en la matriz
extracelular y en la superficie celular, participando en el desarrollo embrionario, como
receptores de factores de crecimiento y en la regulacion de la diferenciacion celular [y
del crecimiento e invasion tumoral.*®MB] Se ha demostrado que el sulfato de condroitina
y el sulfato de dermatano tienen actividades anticoagulantes (al igual que la Heparina),
antilipémicas, antiangiogénicas y antitumorales.l?’1'Y, ademas, en el caso del primero se
sabe que participa en la regulacién del ensamblaje y mantenimiento de la matriz
extracelular (ECM) y en la proliferacion celular a través de la interaccion con factores de
crecimiento que incluyen: factores de crecimiento de fibroblastos, de hepatocitos o de
neuritas (Pleiotrofina y Midkina).[?8l [25] Estas dos ultimas proteinas van a ser nuestro
objeto de estudio en esta Tesis.

1.2.3.2 Funcionalidad bioldgica del Condroitin sulfato

El CS es el GAG maés abundante en la matriz del sistema nervioso central (CNS). La
sulfatacion es una de las principales modificaciones en su estructura y este proceso
requiere que se produzca en una determinada posicion ya que posteriormente influira, en
mayor o menor grado, en la interaccion con las proteinas. Los diferentes patrones de
sulfatacion dan lugar a diferentes estructuras (ver Figuras 1.6 y 1.7) confiriéndole cierta
afinidad por diversas moléculas de sefializacion con las que interactia de manera
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especifica, proporcionandoles diferentes roles bioldgicos. Estas moléculas se encuentran
en la matriz extracelular y pueden ser factores de crecimiento, receptores y moléculas
guia.

Como la mayoria de los GAGs, el CS podemos encontrarlo en la matriz extracelular y en
la superficie celular unido a una proteina central formando el condroitin sulfato
proteoglicano (CSPG). Por otro lado, también aparece en los granulos intracelulares de
ciertas células, como los mastocitos.?2?°1 E| CS es un importante componente del
cartilago, su resistencia a la compresion viene generada por los grupos sulfato cargados
que van a generar una repulsion electrostatica proporcionandole esta cualidad. Ademas,
se tiene constancia de que varios CSPG regulan la fibrilogénesis del coldgeno y participan
en la funcién biomecéanica de los tendones y ligamentos. Estos proteoglicanos también
son fundamentales para la formacion, desarrollo y mantenimiento de la morfologia y
funcion del cerebrot®M29 y |os Gltimos estudios recientes apuntan también a un papel
importante en trastornos cardiovasculares.%

Como ya se ha mencionado, la interaccion de los GAGs con una gran variedad de
proteinas les confiere una gran importancia en numerosos procesos fisioldgicos como la
migracion, el crecimiento, la diferenciacion, la orientacion y el desarrollo celular. La
especificidad y selectividad de estas interacciones no se limita solo a secuencias
proteinicas, sino que dependen también de los oligosacaridos y su patrén de sulfatacion.
Dentro de las familias de proteinas que interaccionan con el CS encontramos los factores
de crecimiento (GF), que son biomoléculas que favorecen la proliferacion, el crecimiento,
la migracion y la diferenciacion celular. Ademas, intervienen en la regulacion del
metabolismo, la reparacion tisular y el mantenimiento de la homeostasis tisular en
organismos adultos.?112°] Dentro de esta familia, encontramos los factores neurotréficos,
gue promueven la supervivencia, crecimiento y diferenciacion de las células neuronales;
y los factores de crecimiento de fibroblastos (FGF), que ejercen efectos pleiotropicos en
diferentes tejidos.l*

Midkina (MK) y Pleiotrofina (PTN) son otros ejemplos de citoquinas de unién a heparina
que constituyen la familia NEGF (neurite growth promoting factor), localizadas en las
fibras gliales radiales del cerebro embrionario, a lo largo de las cuales migran las células
madre neuronales. MK y PTN median en la adhesién y migracion de células neuronales
y promueven el crecimiento de neuritas al interactuar con la Hep de la superficie
celular.B412°1 Ambas estan involucradas en enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer.B% Por lo tanto, conocer la interaccion CS-Midkina/Pleiotrofina resulta un
objetivo potencial de estudio.

1.3 Factores de crecimiento

Como ya hemos mencionado, los factores de crecimiento son moléculas de sefializacion
extracelular que juegan un papel fundamental en la diferenciacion, proliferacion,
supervivencia, adhesion, migracion y otras actividades de respuesta celular. Son proteinas
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de bajo peso molecular que se secretan e incluyen hormonas y citoquinas, que se
encargan de la comunicacion intercelular, y la construccion y remodelacion de tejidos, !
incluyendo la carcinogénesis.®® Los factores de crecimiento incluyen familias de
proteinas funcionales como son los factores de crecimiento de los fibroblastos (FGF), y
de neuritas (MK y PTN). Estas proteinas son reconocidas por GAGSs, caracterizandose
por su unién a CS/DS. Su participacion en la regulacion y desarrollo de enfermedades las
convierte en un importante foco de estudio.

Los factores de crecimiento de neuritas estan presentes en todos los vertebrados y estan
compuestos mayoritariamente de amino&cidos bésicos y cisteina. Su estructura presenta
dos dominios de ldmina-f, denominados N-terminal y C-terminal unidos por tres puentes
disulfuro en el caso del dominio N y otros dos en el dominio C. Para el caso de la MK,
su principal zona de unién a GAGs se produce a través del dominio C, y promueve el
crecimiento, supervivencia, migracion y expresion génica de las células, entre otras
funciones. En cambio, la PTN es una proteina con actividad motora de neuritas que
también promueve la actividad de fibroblastos.

Por otro lado, diversos estudios han demostrado que estas proteinas se comportan como
factores angiogénicos derivados de tumores que pueden direccionar ribozimas para que
supriman la invasion y metastasis del melanoma y el coricarcinoma.®”! En términos
generales, ambos factores de crecimiento (MK y PTN) se unen fuertemente a sindecanos
(un tipo de proteoglicanos de heparén sulfato) y la importancia bioldgica de ambas
moléculas radica en su inusual expresion en determinadas enfermedades.

1.3.1 Midkina

La MK es un factor de crecimiento de unién a heparina con un peso molecular de 13 kDa,
cuya expresion se encuentra con mayor fuerza en los primeros episodios embrionariost®!
y es controlada por el &cido retinoico. Dicha expresidn es mas intensa en la remodelacion
de los tejidos nerviosos, epiteliales y los tejidos del mesodermo, siendo méas débil o
ausente en la mayoria de los tejidos adultos.[*¥! La expresion controlada de la MK durante
la embriogénesis y sus caracteristicas estructurales unicas la dotan de gran importancia.
La dimerizacion de sus dominios mejora su actividad, y sus inhibidores son utiles en el
tratamiento de cancer,*? esclerosis multiple, y artritis reumatoide.% La MK mejora el
tratamiento de lesiones de isquemia cerebral *! y es promotora de plasminogenos para la
fibrindlisis,*?1 degeneracion retinianal®! e insuficiencia cardiaca*l. Pero el principal rol
de la MK se encuentra en el sistema nervioso, mejorando la presencia de neuritas de las
neuronas embrionarias y promoviendo la diferenciacion neuronal. Estudios recientes han
revelado la importancia médica de esta nueva familia de factores de crecimiento, debido
a que, por ejemplo, la expresion de ARNm de MK se ve incrementada en varios
carcinomas humanos.[**!

Estudios de RMN han revelado que, como se ha mencionado antes, MK presenta dos
dominios estabilizados por puentes disulfuro; el primero de ellos se denomina N-terminal
y esta situado entre los residuos de MK (15-52), y el segundo C-terminal ubicado entre
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los residuos (62-104). Este dominio C terminal es el sitio de reconocimiento de
carbohidratos, generalmente heparina. Ademas, se conoce que la dimerizacion de la MK
mejora sus actividades bioldgicas y los GAGs fomentan la formacion del dimero con una
forma reticular debido a la accidn de una transglutaminasa. Otra singularidad de la MK,
que ha sido motivo de interés desde el punto de vista estructural, es la estabilidad que
presenta al calor y a los &cidos, sin que afecte significativamente a su actividad
potenciadora de plasmindgeno y neuritas.[“é]

Estudios recientes también han demostrado que proteoglicanos de CS son receptores de
MK y PTN. Estas proteinas se unen con més alta afinidad al azlcar que a la porcién
proteica del proteoglicano.*”l Usando heparina y derivados de CS parcialmente
sulfatados como modelo, se concluyé que las unidades sulfatadas estan implicadas y son
necesarias para la completa union a la MK; en concreto, la unidad N-acetilgalactosamina
4,6-disulfatada del CS de tipo E presenta una union tan fuerte como la heparina.*®! Esta
inhibe a la MK; por tanto, es probable que el reconocimiento de GAGSs en proteoglicanos
sea esencial para la actividad de esta citoquina. Sin embargo, ain sigue siendo objeto de
estudio la estructura de los azucares que interaccionan con MK.

1.3.1.1 Estructura de la MK

Los dos dominios, MK (1-59) y MK (62-104) estan sujetos por puentes disulfuro con una
homologia ligeramente similar a la trombospondina de tipo | (TSR). Presentan tres
l&minas- antiparalelas; en el caso del primer dominio, situado mas cerca del extremo N-
terminal encontramos: Bni (Trp20-Pro25), con una protuberancia en el residuo de Pro22,
Bn2 (Val32-Cys39) v Bns (GInd2-Val50), conectados entre ellos por dos loops (Figura
1.8A).

Para las ldminas B mas proximas al extremo C-terminal tenemos: Bc1 (Tyr64-Asp73), con
una protuberancia en (Asn68-Trp69-Gly70); Bcz2 (Thr78-Leu85) y Bcs (Thr97-Thrl01)
(Figura 9B). Se observa homologia entre las secuencias Bnz (Arg35— Glu36-Gly37-
Thr38), Bcz2 (Arg81-GIn82-Gly83— Thr84), Bns (lle46-Arg47, Pro51-Cys52) y Pcs
(11e98—Arg99, Pro103—Cys104), respectivamente. 2]
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Figura 1.8. Estructura secundaria de (A) MK (1-59) y (B) MK (62-104).142

La diferencia mas remarcable entre la estructura secundaria de MK (1-59) y MK (62-104)
es la longitud del loop de la horquilla-B secundaria que conecta la segunda y tercera
lamina-P. Existen clusters hidrofobicos tanto para MK (1-59) como para MK (62-104);
este ultimo, que se encuentra ubicado mas cerca del extremo C-terminal, esta compuesto
por dos zonas de reconocimiento de carbohidratos (cluster-1 y cluster-2) que contienen
compuestos por aminoécidos basicos. Diversos estudios de afinidad han demostrado que
para generar un fuerte anclaje a la MK es especialmente importante que en el cluster-1
tenga lugar el reconocimiento de unidades de sulfato de heparina o sulfato de condroitina.
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Los aminoacidos en este cluster estdn localizados en dos laminas 3, Lys79 y Arg81 en
Bc2 y Lys102 en Bca% El aminoacido Trp69 situado en Pe1 queda enfrentado a Arg81
restringiendo la orientacién de la cadena lateral del mismo (Figura 1.9D). El cluster-2 se
encuentra en el loop flexible formado por los aminoacidos Lys86, Lys87 y Arg89.1°!

Varios estudios de RMN con heparina-12mer mostraron que los residuos de Ala88,
Arg89, Tyr90, Lys79 y Arg81 presentaban cambios en sus desplazamientos quimicos al
unirse con MK (62-104) lo que se traduce en ser los principales enclaves de union a
heparina. Por el contrario, aunque MK (1-59) tiene bastantes residuos basicos, no se
acoplan a los grupos sulfatos de la heparina y como consecuencia su union a ella sera
débil (Figura 1.9A).[4%

Hydrophobic cluster MK (1-59) Hydrophobic cluster MK (62-104)

y ,’&xn 3
W69

’ A
v Iﬁt!g‘”

Figura 1.9. Clusters hidrofdbicos de MK (1-59) (A) y MK (62-104) (C), mostrando la superposicién de 20
estructuras de las cadenas laterales para residuos hidrofébicos. Mediante el modelo de esferas se destacan
los residuos basicos (azul), acidos(rojo), hidrofdbicos (beige) y polares (blanco) en la superficie de la
proteina (B y D). En el caso del cluster MK (62-104), Trp69 se muestra en verde y los grupos basicos
aparecen rodeados por una linea discontinua en azul (D).

Estudios posteriores con una de las midkinas presentes en el pez zebra (Mdkb) y un
pentasacarido sintético de heparina (fondaparinux) sugirieron dos nuevos sitios de
reconocimiento de carbohidratos en la proteina (cluster-3 y cluster-4) situados en el
dominio N-terminal (Figura 1.10).5%
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Figura 1.10. Representacion de la estructura de la Midkina. A) Superposicion de las 10 mejores estructuras
secundarias de MKb excluyendo los extremos terminales de N y C. B) Representacion de una de las
estructuras de MKb. C) Representacion electrostatica de los cuatro clusters.[>%

1.3.2 Pleiotrofina

La PTN es otro miembro de la familia de los factores de crecimiento de neuritas (NEGF)
que, al igual que MK, tiene un importante rol en el desarrollo neuronal, angiogénesis y
regeneracion de tejidos.BH1B23 Ademas, diversos estudios han demostrado que la
expresion de esta proteina se encuentra en mayor o menor grado en las células tumorales
dependiendo del grado del tumor®4B51581 | g expresion de PTN también puede llegar a
ser beneficiosa, ayudando a mantener células madres hematopoyéticas, desencadenando
reparacion tisular en episodios de isquemial®y proporcionando proteccion sobre tejidos
neuronales, convirtiéndose en un objetivo terapeldtico en enfermedades
neurodegenerativas como el Parkinson.[5851 Dependiendo de la actividad que vaya a
desempeniar, la PTN interacciona, del mismo modo que la MK, con el sindecano de tipo
N o el dominio proteoglicano CS presente en los receptores de tipo proteina tirosina
fosfatasa PTP (proteoglicano de CS).[%M [ a unién con el primer receptor es crucial
durante el desarrollo neuronal; en cambio con el segundo receptor, su asociacion con
estructuras de CS sobresulfatadas (concretamente de tipo E) facilita la proliferacion y el
crecimiento celular.

1.3.2.1 Estructura de la PTN

Comparte una homologia del 50% con respecto a la MK, pero con una mayor cantidad de
aminoacidos que le confiere un peso molecular de 18 kDa. Diversos estudios a diferentes
pH mostraron similitudes entre estos dos factores de crecimiento, ya que PTN también
presenta dos dominios, similares a la trombospondina de tipo | (TSR), N y C-terminal.
Este Gltimo dominio C terminal presenta mayor afinidad por heparina, pero su cola
terminal, a pesar de contener una gran cantidad de aminoacidos basicos, no contribuye
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significativamente a la interaccion.%?l Teniendo en cuenta que la unién con GAGs esta
mediada por interacciones electrostaticas, los grupos de aminoacidos basicos se
convierten en potenciales sitios de union. Ambos dominios contienen cadenas de residuos
de Lys, pero el extremo-C presenta dos clusters de aminoacidos basicos en comparacion
al extremo-N terminal. La composicion de cada uno de ellos muestra una equivalencia a
los clusters presentes en la MK, el primero de ellos compuesto por los residuos Lys68,
Lys91y Lys92 y el segundo cluster, ubicado en el lado opuesto de la ldmina-f, formado
por Lys84, Arg86 y Lys107 (correspondientes a los clusters de la MK Il y I,
respectivamente). Para el extremo-N terminal, la distribucion de los aminoéacidos en el
cluster es mas escasa, encontrdndose situados también en un lado de la ldmina-f3, Arg35,
Arg39 y Lys49, mostrando equivalencia con el cluster 111 identificado en la MK del pez
cebra, pero con un aminoacido mas.*?l Cabe destacar, que, aunque los aminoécidos se
encuentren ubicados en lados opuestos de las laminas-B, la curvatura que presenta la
proteina les hace posicionarse muy cerca los unos de los otros.

Debido a la ausencia de NOEs entre ambos dominios, se cree que no presentan una
orientacion definida, mostrando la segunda y tercera hebra una mayor estructura de
l&mina-B con respecto a la primera debido a la distribucion de sus enlaces disulfuros.
Pero, a pesar de esto, si se pudieron observar picos cruzados entre el extremo-C terminal
y los residuos 58-66 situados en el segmento de la bisagra que conecta ambos dominios.
Esto crea una curvatura acercando los aminoacidos basicos Lys60 y Lys61 con el cluster
| del extremo terminal C (Figura 1.11).

B NTD CcTD
59
‘;327/% :}_3)
o~ {55 7% - g —f o8
a3 = 7677 5
s P L T T
Py 3 - 2 G2 >< ﬂos)ﬂa-
0y 59—32 2,5? & -
2% 5 2@ 89 - 3
;’21\‘%‘*’@\) €3@‘*-@ o
'‘EE AN
@2 - 38 @9 é ) e
Tn. 2 © o o
TN
9\ @@4_2}
1 2 3 1 2 3

Figura 1.11. Representacion de la estructura de la Pleiotrofina. A) Superposicion de las 10 mejores
estructuras mas bajas en energia. De color amarillo los puentes disulfuro, en magenta la zona de la
bisagra. B) Descripcion esquematica de las laminas-f de la PTN con la correspondiente numeracion de
sus residuos. Las lineas discontinuas muestran los NOE observados. Las lineas continuas muestran los
puentes disulfuro C) Mapa de potencial de los dominios N y C terminal [
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Diversos estudios de RMN confirmaron que los sitios de unién fuerte para un
proteoglicano de CS se encuentran en el extremo C-terminal y la zona de la bisagra, con
valores de Kd cuatro veces méas pequefios con respecto a los de NTD (dominio TSR N-
terminal).%*! Probablemente durante la union al GAG, la zona de la bisagra se pliega a
lo largo del CTD, permitiendo que los residuos Lys60 y Lys61 se integren en el cluster |
de este dominio.

Por otro lado, a pesar de que el extremo final del dominio CTD (dominio TSR C-terminal)
sea prescindible para unirse a heparina, es necesario para la union al receptor proteina
tirosina fosfatasa (PTPC, ver apartado 1.3.3) que se requiere para desencadenar una de las
actividades de la PTN. Estudios posteriores de RMN han demostrado que este dominio
tiene cierta relevancia para mantener interacciones estables con CS de tipo A4y ademas
puede asociarse a otros receptores como las integrinas, demostrando que el complejo
juega un papel crucial en los mecanismos de transformacion y migracion celular.[641[6%]

Los dominios de PTN presentan diferentes afinidades por los diferentes tipos de CS.
Véase el caso del CS de tipo C, que se expresa en niveles mas altos en el sistema nervioso
central durante los primeros episodios de desarrollo neural % y muestra una mayor
afinidad por esta proteina, mejorando significativamente la formacién del complejo con
el receptor. Otro ejemplo seria el CS de tipo E, presente en algunos tumores y células
metastasicas, cuyos proteoglicanos van a servir como receptores de alta afinidad para
PTN, explicando la presencia de la misma en las células cancerosas. 37

1.3.3 Receptores candidatos de la MKy la PTN

Para que puedan llevar a cabo sus diferentes funciones, estos factores de crecimiento
deben anclarse previamente a receptores transmembrana presentes en la matriz
extracelular. Estos receptores son moléculas de sefializacion que regulan numerosos
procesos celulares y pueden ser de diferentes tipos en funcién de las moléculas que
reconozcan y/o sefialicen.

El receptor-tipo proteina tirosina fosfatasa (PTP() es una proteina transmembrana que se
expresa como proteoglicano CS y que contiene una region transmembrana y una de
tirosina fosfatasa intracelular. Se sabe que ambos factores de crecimiento, MK y PTN,
comparten un sitio de unién comun con este receptor transmembrana. Diversos estudios
con mutantes de MK permitieron establecer que cuando este receptor se unia a la mitad
del extremo C-terminal del cluster | de la MKy tenia lugar una mutacién en el aminoécido
Arg78, la afinidad del enlace disminuia, a diferencia de las mutaciones de los residuos
Lys83 y Lys84 en el cluster I, donde no se vio afectada la union. Estos hallazgos
sugirieron que los aminoacidos basicos en el cluster | de la MK y la PTN son cruciales
para conseguir una alta afinidad con PTP{ y como resultado transducir sefiales en
neuronas. La union entre PTPC y estos factores de crecimiento se ve fuertemente inhibida
por heparina, y moderadamente por hepardn y condroitin sulfato. En el caso de este
ultimo, los sulfatos de condroitina de tipo D y E interaccionan méas intensamente que los
de By C, mientras que el de tipo A no ejercio ningln efecto. 68l 9]
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Tanto la MK como la PTN presentan dos sitios de union con este receptor: uno de alta
afinidad en la porcion donde se encuentra el GAG del proteoglicano (Kd = 0.58 nM y Kd
= 0.25 nM, respectivamente) y otro con menor afinidad situada en la region proteica (Kd
= 3 nM para ambas).["®®8 Después de la union con estos factores de crecimiento, los
receptores transmembrana se activan y se desencadena la fosforilacion de las tirosinas de
la region citoplasmatica que da lugar al inicio del sistema de sefializacion, recibiendo
dicha sefial dos quinasas tipo MAP y PI3.I"1

Se cree que la PTP( se dimeriza, provocando la inactivaciéon del dominio fosfatasa y el
aumento del fosfato de tirosina intracelular. Esto a su vez puede estimular la actividad de
otro receptor tipo proteina tirosina, en este caso quinasa, denominada ALK, que fue
descubierto debido a su participacion en el linfoma anaplasico de células grandes. Muchos
tipos de células cancerosas y células normales que expresan ALK presentan proliferacion
y supervivencia después de la estimulacion con MK o PTN, indicando que éste es un
receptor funcional importante para estas proteinas, aunque hay aun estudios que
defienden que esta enzima no es un receptor directo de la PTN, sino que su actividad esta
regulada por la actividad de la fosfatasa de PTP( como se ha indicado anteriormente.l?!

Estudios posteriores dilucidaron gque existian otras familias de receptores transmembrana
distintas de los proteoglicanos que reconocian MK y PTN, como por ejemplo
lipoproteinas de baja densidad (LDL) como el LRP. Este, ademas de internalizar ligandos
en el lisosoma para su degradacién y metabolismo también acta como un receptor
endocitico de sefiales de la membrana celular para activar las vias de sefializacion
intracelulares en la migracion y la proliferacion celular (ver Figura 1.12). Estudios de
afinidad con MK en embriones de raton mostraron que esta proteina se une con una alta
afinidad al LRP (Kd = 3.5 nM).[73]

Entre otros receptores que también se han descubierto que presentan interaccion con estos
factores de crecimiento, pero en menor grado, estan las integrinas, familia de
glicoproteinas que forman receptores heterodiméricos (subunidades o y B) para la
adhesion célula-sustrato y célula-célula, desempefiando un papel importante en la
morfogénesis, inflamacion, metéstasis de cancer y autorrenovacion de células madre.

También encontramos: neuroglicanos de tipo C (NGC), que son proteoglicanos de sulfato
de condroitina transmembrana; los sindecanos, que ademas de tener un dominio
intracelular, presentan otro extracelular compuesto por proteoglicanos de sulfato de
heparina; y los nocht que son vias de sefializacion celular altamente conservadas, que
desempefian un papel importante en la comunicacion célula-célula.l®l [72]
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Figura 1.12. Candidatos receptores y proceso de sefializacion para MDK y PTN. [
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1.4 Objetivos

Como se ha descrito anteriormente, cuando los GAGs se unen a determinadas proteinas
como lectinas y factores de crecimiento, sus complejos pueden desarrollar funciones
bioldgicas importantes, asi como participar en el proceso de ciertas enfermedades.

El sitio de reconocimiento de estas proteinas por los GAGs ha sido ampliamente
estudiado, demostrandose que pueden presentar mas de un sitio de union (zona principal
y secundaria), y que sus superficies electrostaticas son capaces de acomodar los diferentes
grupos sulfatos que se encuentran en los oligosacaridos GAG.47LI8] | a5 diferencias
de tamafio y los distintos patrones de sulfatacion que presentan los GAGs van a
desencadenar que se orienten de una forma u otra, en uno o ambos sitios de
reconocimiento.

En nuestro grupo se han llevado a cabo estudios estructurales de diferentes oligosacaridos
de Hp, HS, CS/DS y estudios su interaccion con Languerina (Lectina de tipo C),[""1[78l
FGF-1, FGF-2[79LE0l y MK (factores de crecimiento), para demostrar la influencia que
tiene la estructura del GAG en su complejacion con la proteina. En estos estudios se
emplearon métodos tedricos y experimentales, pudiendo determinarse la estructura de los
distintos oligosacaridos GAG mediante dindmicas moleculares de cada uno de estos
ligandos en su forma libre, comparandose con los resultados experimentales obtenidos
con técnicas de Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Por otro lado, la estructura del
complejo GAG-proteina se estudid0 mediante docking como método teorico y
experimentos de NOESY trasnferido y STD como técnicas de RMN por observacién del
ligando.

El objetivo general de la presente Tesis Doctoral es el estudio estructural y de interaccion
entre diversos derivados GAGs y los factores de crecimiento MK y PTN. En concreto, se
estudiaron una serie de oligosacaridos relacionados con la estructura del sulfato de
condroitina tipo E, ya que se sabe que dicho patrén de sulfatacion es capaz de
interaccionar con ambos factores de crecimiento (Figura 1.13). Estos oligosacaridos,
sintetizados en nuestro grupo de investigacion, poseen unidades de glucosa en lugar de
los correspondientes acidos glucurdnicos del CS y pueden considerarse miméticos de los
productos naturales. Ademas de los tetra- y pentasacaridos completamente desprotegidos
1y 4, también se consideraron en nuestro estudio los intermedios sintéticos 2-3 y 5-6 que
poseen algunos o todos los grupos hidroxilos protegidos con sustituyentes hidrofdbicos,
ya que resultados previos de nuestro grupo sugerian que este tipo de derivados también
puede unirse a MK/PTN.[81[82]
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Figura 1.13. Miméticos de CS con diferentes patrones de sustitucion. En el caso de los compuestos
completamente desprotegidos (1 y 4), los sustituyentes R, R’, R’y R’’’ corresponden a &tomos de H
mientras que R" es un grupo CHs, Para los ligandos dibencilados (2 y 5), el Unico cambio en la estructura
de los azlcares consiste en la presencia de un anillo aromatico bencilico en el grupo R’. Por iiltimo, en los
compuestos persustituidos (3 y 6), aumenta la presencia de grupos hidrofébicos encontrando ahora,
ademads de los grupos bencilo (Bn) en R’, grupos benzoilo (Bz) en R; residuos de Pivaloilo (Piv), Levulino
(Lev)yCFsen R”’, R’y R" respectivamente.

El trabajo de esta Tesis se centra en determinar e intentar simular estructuras
tridimensionales de cada uno de los compuestos objeto de estudio, ademas de estudiar los
modos de unién y sitios de interaccion proteina-ligando. Para ello nos planteamos los
siguientes objetivos especificos:

Primer objetivo:

1. Determinar la estructura tridimensional de los ligandos libres 1-6 mediante
experimentos de RMN y simulaciones de dindmica molecular. Los datos de RMN
proporcionaran valores experimentales para las constantes de acoplamiento y las
distancias interprotonicas que se compararan con los valores tedricos obtenidos
durante las dindmicas moleculares de los ligandos libres.

Segundo objetivo:

2. Estudio de interaccion de los ligandos 1-6 con PTN y MDK mediante ensayos de
competicion por polarizacion de fluorescencia (FP).

Tercer objetivo:

3. Determinar las potenciales estructuras de los complejos entre PTN y MDK y los
compuestos 1-6 y 1-3, respectivamente, empleando tres conformaciones de cada
proteina representativas de las posibles orientaciones relativas de los dominios
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TSR. Para esta tarea se plantea el uso de célculos de docking con Autodock-vina
y Autodock-vina Split. Asi se pretende analizar la posible influencia tedrica de la
proteina en la conformacidn, orientacion y posicion relativa del ligando.

Cuarto objetivo:

4. Realizacion de dindmicas moleculares de los complejos mas plausibles, obtenidos
en el tercer objetivo: PTN y ligandos 1-6 y MDK y 1-3, usando tres posibles
orientaciones relativas de los dominios estructurados.

5. Anadlisis de las estructuras experimentales de los ligandos enlazados obtenidas por
experimentos de RMN de observacion del ligando (NOESY transferido y STD-
NMR) y su comparacion con las estructuras teoricas de las trayectorias tanto libres
como con restricciones promediadas en el tiempo.

6. Estudio del comportamiento conformacional de los ligandos en los distintos de
complejos y la influencia en éste de la longitud y de los patrones de sustitucion.
Anadlisis de la influencia de la conformacién de la proteina en la interaccion con
el carbohidrato.

Quinto objetivo:

7. Realizar célculos de Energia libre de interaccion empleando metodos MMPBSA
y MMGBSA sobre las dindmicas moleculares de cada uno de los complejos
obtenidos en el punto anterior. Comparacion con los resultados experimentales de
STD-NMR 'y FP.

8. Comparacion de la valoracion experimental *°®N-HSQC entre el compuesto 4 y
PTN y los resultados tedricos obtenidos por simulacion MMPBSA de ese
complejo.
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2.1 Introduccién

Como se ha explicado en el capitulo anterior, los carbohidratos en si mismos son
inmensamente importantes para casi todos los aspectos de la vida (fotosintesis, como
fuente de energia...) y ademads se sabe que su unién a macromoléculas, en nuestro caso
proteinas, juega un papel importante en la regulacion de actividades bioldgicas y diversos
procesos fisioldgicos que tienen lugar en las células. En este ultimo contexto, la capacidad
de modelar adecuadamente los carbohidratos y sus complejos con proteinas es de gran
importancia para este area. Por ello, este trabajo se va a centrar en el estudio estructural
de una serie de oligosacaridos, tanto en su forma libre como asociada, siendo esto crucial
para comprender las bases moleculares de la formacion del complejo. La importancia de
conocer la interaccion molecular que tiene lugar ha generado un amplio abanico de
técnicas biofisicas que permiten elucidar el complejo proteina-ligando, véase FP
(Fluorescence Polarization), SPR (Surface Plasmon Resonance) e ITC (Isothermal
Titration Calorimetry), entre otras. Para conocer la estructura atomica, tanto del ligando
como del complejo, son imprescindibles las técnicas de Resonancia Magnética Nuclear
(RMN), de difraccion de rayos X y recientemente la microscopia electronica de alta
resolucion.™™ Pero debido a que los carbohidratos son dificiles de cristalizar en su forma
libre, se han tenido que construir modelos 3D por mecanica y dinamica molecular para
poder predecir su estructura tridimensional.

La modelizacién de carbohidratos ha sido hasta hace relativamente poco tiempo un campo
poco explorado. Fendmenos estereoelectronicos como los efectos anomérico vy
exoanomérico no son facilmente modelables con campos de fuerzas, esencialmente
empiricos. La reparametrizacion con Glycam de los campos de fuerzas AMBER vy la
mejora de los parametros especificos de GROMACS y CHARMM, han mejorado
considerablemente la calidad de los célculos de dinamica molecular.[? Al mismo tiempo
se han beneficiado de los avances mas recientes como los métodos PME (Particle mesh
Ewald) y el empleo de caja periodica de disolvente.[l La combinacion de ambos factores
ha permitido que sea posible reproducir estructuras 3D de oligosacaridos mediante
dindmica molecular.

Para el estudio de complejos intermoleculares carbohidrato-proteina se ha recurrido a
métodos de menor calidad y mayor rendimiento. Generalmente se utiliza docking que
permite generar un gran nimero de potenciales estructuras del complejo en un tiempo
relativamente corto. Se suele emplear para generar las posibles estructuras del complejo
que luego han de ser valoradas.

Recientemente, han resurgido célculos basados en antiguos métodos como Poisson-
Boltzman y Generalized Born, véase MMPBSA (Molecular Mechanics Poisson-
Boltzmann Surface Area) y MMGBSA (Molecular Mechanics Generalizated Born
Surface Area), que combinados con MD (Molecular Dynamics) o SD (Stochastic
Dynamics) permiten evaluar la energia libre de asociacion por estimacion de la entropia.[
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2.2 Métodos tedricos

2.2.1 Quimica Computacional

En el contexto de esta tesis, el objetivo principal es estudiar estructuralmente
biomoléculas flexibles (como los GAGs) mediante calculos tedricos, generando
estructuras tridimensionales que justifiquen las propiedades experimentales.

En general, el marco mas preciso para este estudio es la mecanica cuantica (QM) que se
basa en dos aproximaciones: HF SFC (Hartree-Fock Self Consistent Field) o DFT (Teoria
del Funcional Densidad), pero el principal inconveniente que presenta es el elevado coste
computacional que supone.Hel Continuando en la escala de precision, se encuentran los
métodos semiempiricos, para los que se recurre a parametrizaciones experimentales
evitando célculos intensivos. El siguiente nivel son los métodos basados en campos de
fuerzas. Estos calculan las energias empleando ecuaciones de un oscilador arménico que
han de ser previamente parametrizadas, y solo son validas en situaciones cercanas al
equilibrio térmico. De estos derivan los célculos de dindmica molecular en los que a partir
del campo de fuerzas se resuelven las ecuaciones de Newton del movimiento permitiendo
la interconversidn entre energia cinética y potencial, simulando el comportamiento de las
moléculas a lo largo del tiempo.

Los calculos en esta tesis estan basados en “campos de fuerzas”, siendo éstos un conjunto
de ecuaciones con sus correspondientes parametros. Para reducir significativamente estos
calculos se usan una serie de aproximaciones, permitiendo abordar la mayoria de los
sistemas moleculares. La mas importante de todas es la aproximacién de Born-
Oppenheimer, que afirma que los movimientos nucleares y electrénicos son
independientes entre si, y que, debido a la menor masa que presentan los electrones,
permite calcular la energia de la molécula en funcion de sus coordenadas nucleares.[”)
Estos cambios de energia son considerados como movimientos en una superficie
multidimensional que puede denominarse superficie de energia potencial (PES),
representando las conformaciones moleculares en funcion de su estructura y energia.!

2.2.2 Métodos de campos de fuerza

A través de ecuaciones empiricas derivadas de la mecénica clésica podemos calcular
funciones de energia potencial, denominandose el conjunto de éstas, campos de fuerza.
Los campos de fuerza relacionan la geometria con la energia y sus variaciones en la zona
proxima al equilibrio y contienen la descripcion de los cambios en la energia en funcion
de las posiciones relativas de los atomos.

El potencial de campo de fuerza viene determinado por una combinacion de términos
independientes (ecuacion 1):
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Epy = Z ol T ZV Zfofﬂf+ZVJ“-3’_ZVefw"'

enlaces angulos diedros NEB elect

(1)
Ecuacién 1. Expresion matematica general para un campo de fuerzas.

Aunque estas ecuaciones se han desarrollado para una gran variedad de sistemas, como
moléculas pequefias orgéanicas, proteinas, acidos nucleicos y lipidos, los recursos
computacionales para realizar célculos en cadenas o secuencias oligosacaridicas han sido
mas escasos debido a su naturaleza quimica. Los efectos anomerico y exoanomérico son
de naturaleza estereoelectronica y por lo tanto dificiles de modelar basandonos en
ecuaciones simples.

Por su naturaleza entre moléculas orgénicas y biopolimeros, los campos de fuerzas para
carbohidratos se pueden clasificar en dos grupos: aquellos que se desarrollan con
simulaciones en un contexto biolégico mas amplio (CHARMM, GLYCAM, GROMOS,
OPLS, etc.)®ly los derivados de moléculas organicas (TRIPOS, MM3, MM4, etc.).[* Los
primeros usan una clasificacion por residuos en el biopolimero para asignar los
parametros, mientras que en los segundos son los tipos de &tomos los que determinan la
asignacion (Figura 2.1).

Features of several
carbohydrate force fields
' R
Non bonded | | SAmamarc
mtmcuons | exoanomenc
- r et l
—_.—1 treatment
[ Empincain | | 1
RS, S Acagsed fom | - 4 onpedues | ¥ | OLLREW D&aran Drant
Ftoo OM gunesal forca | | 1-4 van dar Waats | aepanmanial l 14 EQovestanc | | S0Mr AOMNeC
aata fu:. Scaling factors aala m.lna fachone | avaow carbon t,pea o charges |
OPLS—AA-SEI GROMOS 45A4 CHARMM l GLYCAMOG [ ———

Figura 2.1. Protocolo de parametrizacion entre los campos de fuerzas para carbohidratos.[*"!

Estos campos de fuerza se han empleado regularmente para simulaciones de dinamica
molecular de complejos proteina-ligando, pero a pesar de las ventajas que presentaban,
no estaban disefiados para la obtencion de energias libres o entalpias en el acoplamiento
de complejos carbohidrato-proteina.

La presencia de grupos sulfato y sulfamato en los GAGs ha supuesto una importante
dificultad a la hora de su modelado. Las aplicaciones mas tempranas se centraron en
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dilucidar las preferencias conformacionales de aquellos que no estaban sulfatados. La
aparicion de parametros para O-sulfonato y N-sulfamato!**! compatibles con los campos
de fuerzas AMBER y CHARMM permitié una comprensién mas amplia acerca de la
torsion, flexibilidad, interacciones intra- e intermoleculares y los efectos anoméricos y
exoanoméricos que gobiernan sobre estos carbohidratos.[!?l Ademas, a dia de hoy, el
avance en el desarrollo de los campos de fuerzas permite simulaciones de microsegundos
de secuencias largas de GAGs para estudiar asi su interaccion con proteinas en presencia
de disolvente. Pero la expectativa de molecular las propiedades tnicas de los GAGs, como
una conformacién inusual o un dinamismo conformacional con consecuencias bioldgicas
interesantes, ha convertido la parametrizacion en un objetivo relevante

El campo de fuerzas AMBER, que inicialmente se parametrizd para su uso en proteinas,
y posteriormente se extendidé a acidos nucleicos, pertenece a los campos de fuerzas
especificos para biomoléculas. Esta primera version de un campo de fuerzas especifico
para carbohidratos, obtenido por parametrizacion, fue ampliado empleando para ello
informacion estructural detallada procedente de calculos DFT/ab initio (B3LYP/6-31G¥*)
en modelos de carbohidratos (parametros de Senderovitz).FHM“HST Ambas versiones se
encuentran en la version AMBER* de Macromodel que contiene estos parametros
ampliados y validados por calculos de energia libre sobre glicanos simples y disacaridos.
Sin embargo, esta version usa campos de fuerzas basados en tipos de atomos y no en
residuos.

Debido a la cada vez mayor relevancia de sistemas bioldgicos que involucran
glicoproteinas o glicopéptidos, fue necesario optimizar campos de fuerzas de
biomoléculas adicionales para el manejo de carbohidratos. Dentro de los campos de
fuerzas desarrollados en este &mbito, y compatible con AMBER, se encuentra GLYCAM,
que admite una amplia biblioteca de secuencias de glicanos incluyendo cadenas de GAG
insaturadas en el extremo no reductor. A lo largo de los afios, versiones actualizadas de
la mano de parametrizaciones basadas en el método Hartree-Fock (HF), con un conjunto
de bases 6-31G*, permitieron dinamicas moleculares en el estudio de complejos proteina-
glicano.l*®l Debido a que el agua ejercia un papel esencial en el equilibrio de las
interacciones moleculares de los diferentes rotdmeros, para una dindmica molecular es
necesario emplear las condiciones de caja periddica, lo que implica usar el método PME
para los calculos de las interacciones electrostaticas.[!”l Esto puso de manifiesto la
necesidad de elaborar campos de fuerzas nuevos, disefiados desde el principio para ser
usados en condiciones de caja periodica y PME.[*®1 En el caso de AMBER, se desarroll6
GLYCAMOG y versiones siguientes, que desembocaron en mejores resultados, similares
a los observados experimentalmente, incluyendo una caja de agua explicita TIP3P.[*%]
Cabe destacar que el empleo de este modelo de agua esta basado en diversos estudios que
corroboraron que este tipo de solvatacion proporcionaba una estructura uniforme y una
dindmica molecular mas rapida.’® Ademas, se observd que para simulaciones de
complejos proteina-ligando, cuando tenia lugar esta union, las moléculas de agua que se
encontraban al lado de los residuos de unién, desaparecian para que dicho acercamiento
fuese crucial durante la complejacion.?4]
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En general, el uso de GLYCAMO6 esta ampliamente extendido para modelar
carbohidratos, glicoproteinas y glicolipidos, asi como complejos proteina-carbohidrato.
Ademas, este campo de fuerzas puede usarse en paquetes de simulacién diferentes a
AMBER, convirtiendo los archivos con el uso de las herramientas adecuadas. Para
facilitar esta transferencia de parametros, todas las secuencias atomicas tienen un
conjunto definido en términos de torsion (sin términos genéricos), y los parametros
parm94 (su version actualizada parm99/??l) para términos de van der Waals.[231[241125]
Mas recientemente, la version GLYCAMO6 se ha actualizado con un conjunto de
pardmetros mas amplio para muchos derivados de carbohidratos que se encuentran
comunmente en sistemas biomoleculares complejos, como el &cido N-acetilneuraminico
(&cido sialico), N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina, N-acetilmanosamina y
acidos glucuronico y galacturonico. Ademas, esta version es el tnico campo de fuerza de
carbohidratos actual que contiene pardmetros de enlaces N-glicosidicos,?®! cuya
combinacion con parm99sb de AMBER, que contiene parametrizacion de proteinas,
permite simular glicopéptidos, glicolipidos y glicoproteinas,?” describiendo ademas las
propiedades fisicoquimicas de éstos. Una caracteristica distintiva de este campo de
fuerzas en comparacién con otras versiones de GLYCAM es el uso del mismo tipo de
atomos de carbono (CG) para los centros anoméricos a- y B-glucosido, facilitando la
interconversion del anillo si procede o el equilibrio entre conformaciones con
sustituyentes ecuatoriales y axiales.™

2.2.3 Cargas Parciales

Mediante el campo de fuerzas GLY CAMO6 se pueden simular dindmicas moleculares en
cajas de agua, generando un conjunto de conformaciones de carbohidratos y
reproduciendo ademaés sus energias de rotacion si se combina con un set de cargas
apropiado. Estas cargas parciales se calcularon inicialmente para cada residuo basandose
en el ajuste del promedio del potencial electrostatico molecular de la mecénica cuéntica
(ESP).[?81 Dicha combinacion es capaz de reproducir energias de interaccion entre
moléculas polares al incluir enlaces de hidrégeno y asi eludir la necesidad de potenciales
de interaccién adicionales. A pesar de que esta caracteristica puede ser muy Util en
algunas situaciones, en simulaciones donde el carbohidrato se encuentra solvatado, las
conformaciones y la dinamica son muy sensibles al equilibrio de fuerzas entre las
interacciones agua-azUcar y azUcar-azucar, involucrando ademas enlaces de hidrégeno
entre los grupos hidroxilo. Por ello, el protocolo actualmente empleado es un refinamiento
del método anterior, utilizando restricciones sobre este potencial electrostatico
(RESP).1291[24] Este permite usar un conjunto de cargas parciales de magnitudes reducidas
que predicen con mayor precision la fuerza de las interacciones intermoleculares de corto
alcance sin que se vean afectados los momentos dipolares.*% En cuanto al modelo ab
initio apropiado para la derivacion de las cargas RESP,®Y se ha demostrado que el
conjunto de bases 6-31G*[*2] es capaz de proporcionar una excelente reproduccion de las
propiedades intermoleculares en fase condensada, como entalpias y densidades liquidas,
asi como energias libres de solvatacion.l?®! Ademas, este modelo esta bien equilibrado
con los modelos de agua comtnmente disponibles, véase el TIP3P entre otros.[**!
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2.2.4 Simulaciones Moleculares

La Dinamica Molecular agrupa un conjunto de técnicas de simulacion que predicen el
comportamiento de &tomos o moléculas a lo largo del tiempo, mediante las leyes del
movimiento de los a&tomos clasicas o Newtonianas, permitiendo calcular la evolucion de
las coordenadas atomicas en el tiempo (trayectoria) de una molécula o sistema a una
temperatura determinada. Se utiliza para explorar la relacion entre estructura, movimiento
y funcion.

Para obtener resultados significativos y poder explorar el espacio conformacional, es
necesario realizar dindmicas de una duracion lo suficientemente larga para que los
movimientos objeto de estudio puedan ser muestreados. Es importante sefialar que el
tiempo esta severamente limitado por la potencia informatica disponible, aunque los
avances actuales en la tecnologia informatica y los algoritmos del software nos permiten
muestrear el espacio de sistemas biomoleculares en el orden de cientos de nanosegundos
(ns). Este marco de tiempo suele ser adecuado para la mayoria de los movimientos
internos de los carbohidratos. El procedimiento comin para ejecutar las dindmicas
moleculares estables en sistemas de glicosaminoglicanos con AMBER?? se muestra en
la Figura 2.2.
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Figura 2.2. Esquema grafico de los pasos para realizar una Dinamica Molecular y su andlisis..

Las simulaciones moleculares constan de varias etapas previas, que se centran
principalmente en la preparacion de los archivos de entrada requeridos en el célculo. En
el caso de las proteinas, se parten de estructuras que se han obtenido previamente
mediante RMN o rayos X, que pueden encontrarse en bases de datos estructurales como
Protein Data Bank (PDB). En el caso de los ligandos, las estructuras iniciales pueden
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construirse a partir de los residuos implementados en la interfaz grafica Maestro de
Schrddinger Suite.

Una vez construido y generado el modelo estructural inicial, hay que tener en cuenta el
entorno que lo rodea, ya que la imitacion rigurosa de las condiciones realistas del
disolvente durante la simulacién es clave para producir resultados comparables y con
poder predictivo con respecto a los datos experimentales. Los calculos se llevan a cabo a
pH 7, empleando programas como PROPKA para tener en cuenta los estados de
protonacion de proteinas.* Un ejemplo de aminoécidos que se deben tener en cuenta en
nuestro caso es la histidina (Figura 2.3) que, dependiendo de la carga neta y la localizacion
de sus protones, puede adoptar tres estados distintos: HIP (carga +1, con los nitrogenos o
y € protonados), HID (neutro, con el nitrégeno-6 protonado) e HIE (neutro, nitrogeno-¢
protonado).[35126]

\ /Hs He
Ne
— H H
T| o \C/NE\ \C’N<1
H,N - | C—H | Ne—n
g VLN c_ ¥/ YH,N G
/ \ NH___/ TN N /TN
i Ho c— c—cC
A / ¢ Hs
0,C 0,C
HID HIE HIP

Figura 2.3. Posibles estados de protonacion de la Histidina.[*!

A continuacion, el sistema receptor-ligando o molécula de estudio se sumerge en agua
explicita fomentando asi las interacciones a través de enlaces de hidrogeno, y
equilibrando ademas la cantidad de iones de sal afiadidos, asegurando que la carga final
del sistema sea neutra. Una vez preparado este modelo estructural inicial se debe abordar
la parametrizacién del sistema. Dependiendo si se trabaja en presencia de proteina o no,
los campos de fuerzas generalizados que se emplean son diferentes. Desafortunadamente,
debido a la complejidad estructural de muchos compuestos, estos campos de fuerza
pueden no contener todos los parametros que describan en su totalidad a la molécula de
estudio; en este caso, por lo tanto, deberian derivatizarse utilizando ab initio.*"]

A continuacion, se realizan dos etapas de minimizacion, restringiéndose primero tanto la
molécula de estudio como los contraiones, seguido de una relajacion de las moléculas de
agua en funcion de las iteraciones deseadas. A este proceso le siguen varias etapas de
estabilizacion del sistema, incrementando la temperatura hasta llegar a 300 K, a una
presion constante de 1 bar. Una vez que el sistema se encuentra en completo equilibrio,
tiene lugar la etapa méas importante de la simulacion, que es la etapa de produccién donde
se produce la simulacion real obteniendo los archivos de coordenadas finales para cada
time-step y que se utilizaran para los posteriores analisis teoricos. En este punto, conviene
revisar los archivos mdout generados, ya que de ellos se pueden extraer los datos de
energia potencial, cinética y total controlando que no haya ninguna alteracion durante la
simulacion. Una opcidn para hacer esto es usar el software gnuplot que, mediante las
representaciones graficas de estos datos de energia, permite observar la presencia de
fluctuaciones en cada una de las etapas si las hubiere.8
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2.2.5 Dinamicas moleculares promediadas en el tiempo (MD-TAR)

En caso de que exista un equilibrio conformacional entre varias estructuras discretas que
no pueda ser simulado por la dindmica molecular tradicional, es frecuente recurrir a la
MD con restricciones promediadas en el tiempo.B% Para ello se utilizan restricciones
externas generalmente procedentes de los experimentos de RMN, normalmente distancias
H-H procedentes de datos de NOE o acoplamiento Ju, que se introducen en la MD en
forma de energia potencial adicional (Vrest).

VTotal= Viesrica + Vrest (2.1)

Este método permite que el sistema salte barreras de potencial sin caer en conformaciones
virtuales.*°M4 Es posible incluir disolvente explicito, con las mismas condiciones que
en las dinamicas sin restricciones. Las MD-TAR se van a caracterizar por dos parametros
fundamentalmente: uno de ellos es la constante de fuerza Kar que determina la restriccion
de fuerza adicional (ecuacion 2.2):4?1

Vrest= Kar - ( <Rij ) — Rexp)2 (2.2)

Para aquellas simulaciones cuyas restricciones proceden de datos experimentales
originados a partir de mediciones de NOE, se puede tener en cuenta el parametro
correspondiente al tiempo de desintegracion (tar) determinando la duracion del
experimento para promediar las distancias durante la simulacion. 21 Por ejemplo, en los
experimentos de NOE, la distancia entre dos protones esta relacionada con la velocidad
de relajacion dipolar entre los respectivos nucleos. Tales interacciones descienden con la
sexta potencia de la distancia y dado que el valor medido se determina en un tiempo lo
suficientemente largo como para que ocurra la interconversién conformacional, el valor
experimental que podemos extraer es (ecuacion 2.3):

rvoe = r(t)®) (2.3)

donde r(t) es el conjunto de distancias muestreadas por la estructura durante el periodo en
el que el experimento de RMN se esta realizando. Sin embargo, si se da un equilibrio
conformacional en el que uno de los conférmeros presenta dos protones a una distancia
en la que se observaria NOE pero el otro no, la distancia promedio puro dirigiria a una
conformacion virtual inexistente. Mediante la técnica “time averaged restraints” el
programa almacenaria en una variable temporal durante cuanto tiempo una distancia
determinada esta siendo sobrepasada, aumentando la energia potencial del sistema
paralelamente hasta que provoque el cambio conformacional correspondiente controlado
por el campo de fuerzas.

Por tanto, estas dos ecuaciones principales derivan a la expresion matematica final que
definen las dinamicas con restricciones promediadas en el tiempo (ecuacion 2.4):[4

£ R(t)=6)~1/
((Ry®) )= 2RO (2.4)
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2.2.6 Calculos de Interaccién

Actualmente se encuentran disponibles muchos enfoques para estudiar las interacciones
proteina- ligando, bien mediante acoplamiento molecular (docking), con el fin de predecir
la estructura del complejo resultante y la potencial actividad bioldgica de un ligando dado,
0 mediante MM-GB/PBSA (Molecular Mechanics with Poisson-Boltzmann or
Generalizated Born and Surface Area Solvation).[*l Esto requiere una representacion
adecuada de las estructuras y propiedades moleculares, algoritmos de busqueda para
muestrear de manera eficiente el espacio de unidn, localizacion y andlisis de geometrias
que presenten interacciones favorables, y su evaluacion y clasificacion. En general, las
investigaciones computacionales aplican simulaciones de acoplamiento molecular o de
dindmica molecular para cuantificar y explorar la interaccion entre ligando y receptor. En
principio es necesario resolver dos aspectos: primero la busqueda del sitio y modo de la
interaccion, para lo cual se suele recurrir a métodos de alto rendimiento de optimizacion
de variables, normalmente basados en algoritmos Monte-Carlol“4%1; y segundo, la
cuantificacion de la energia de interaccion. Para el primer problema existen métodos
capaces de generar un gran nimero de conférmeros de moléculas pequefias y evaluar su
interaccion con un receptor. Para el segundo, se recurre a evaluar la energia de interaccion
de las “poses” seleccionadas, normalmente mediante célculos de energia simple
(electrostatica, van der Waals, tensién del ligando) parametrizados para ser usados en este
contexto. Recientemente han surgido aplicaciones de métodos antes empleados para el
calculo de energias de solvatacion, basados en los métodos de Poisson Boltzmann y Born
Generalizado, que permiten estimar con mayor precision la energia libre de enlace
(AGinding), incluyendo aspectos como la entropia y la solvatacion. 6]

2.2.6.1 Docking (Acoplamiento Molecular o Screening Virtual)

El acoplamiento molecular o docking se ha convertido en una poderosa herramienta para
explorar y comprender las interacciones ligando-receptor a nivel molecular. Predice los
modos de formacién de estos complejos, proponiendo una orientacion y conformacion
del ligando en la cavidad del receptor o incluso, en algunos casos, llegando a identificar
posibles sitios de union.[*’1 El proceso de acoplamiento no es sencillo, ya que esta union
estd influenciada por diversos factores entropicos y entalpicos. La movilidad tanto del
ligando como del receptor, el efecto de la proteina sobre la distribucion de cargas del
ligando y las interacciones con las moléculas de agua que lo rodean dificultan la
descripcion cuantitativa de la interaccion.[*®l En concreto, el acoplamiento ligando-
proteina ocupa un lugar bastante importante en el docking por sus aplicaciones en el area
de la medicina. Este tipo de aproximaciones son bastante frecuentes cuando se dispone
de una estructura resuelta del receptor o bien se tiene un modelo de la misma construido
por homologia. Esta técnica genera un conjunto de conformaciones del complejo a partir
de un muestreo tanto de la conformacion como de la orientacion del ligando en su unién
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al sitio activo del receptor, haciendo una clasificacion de sus mejores “poses” en base a
su estabilidad y energia de afinidad ponderada.

Debido a que el acoplamiento molecular juega un papel fundamental en el disefio y
descubrimiento de farmacos se han desarrollado diferentes metodologias como potentes
filtros computacionales, que se suelen utilizar antes del cribado experimental para reducir
la mano de obra y los costes. Basicamente todos estos softwares contienen dos
componentes comunes: una funcion de puntuacion (docking score), que permite calcular
el minimo global de energia, debiendo coincidir con el minimo global de energia libre del
sistema proteina-ligando; y un algoritmo de busqueda que muestrea exhaustivamente
todos los posibles modos de unién con el receptor. Para predecir estas energias libres de
enlace existen varios tipos de funciones de puntuacion, que se pueden englobar en tres
grupos: empiricas, basadas en campos de fuerza o basadas en el conocimiento. Por otro
lado, el chequeo conformacional del ligando mediante los algoritmos de busqueda puede
Ilevarse a cabo mediante: métodos sistematicos (construccion incremental, bases de datos,
busqueda conformacional), métodos aleatorios o estocésticos (Monte Carlo, algoritmos
genéticos, busqueda tabd) y métodos de simulacion (dinamicas moleculares o de
minimizacion energética).

El contrapunto de estas técnicas es que las predicciones de estas “poses” de union
observadas no es completamente fiable, por estar basadas en aproximaciones.
Actualmente se siguen dedicando considerables esfuerzos en el desarrollo de métodos
computacionales mas precisos,*?B% cuyas diferencias radican en estos algoritmos de
busqueda, el manejo del ligando y flexibilidad de la proteina, las funciones de puntuacion
y el tiempo de céalculo requerido para evaluar la afinidad del sistema (Tabla 2.1).

Programas Metodo de busqueda Funciones de
Informaticos conformacional Puntuacion
Dock[34 Sistematico y Simulacion Basadas en campos de
fuerza
AutoDock!®? Aleatorio/Estocastico y Basadas en campos de
Simulacion fuerza
GOLDMBI Aleatorio/Estocéstico Basadas en campos de
fuerza
Flex X4 Sistematico Empiricas
Glide (Schrodinger)® Sistematico y Simulacion Empiricas

Tabla 2.1. Herramientas mas comunes para el docking.

La limitacién mas significativa de este proceso es el uso de un receptor rigido reduciendo
el tamafio del espacio conformacional, suponiendo un esfuerzo computacional menor.
Pero, sin duda, el mayor avance fue el empleo de rejillas (grids) tridimensionales
rectangulares que permitian llevar a cabo bdsquedas de diferentes conformaciones del
ligando en un espacio rotacional y translacional de seis dimensiones mediante algoritmos
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de busqueda. Mediante este método se discretiza el sitio activo de estudio, o el mismo
receptor, del espacio que lo rodea, reduciendo notablemente el tiempo de célculo,
evaluando, como se ha comentado antes, las diferentes poses finales a través de funciones
de puntuacion. Para el acoplamiento automatizado existen dos categorias: la primera es
un método de emparejamiento donde un ligando flexible se ensambla a un cuerpo rigido
utilizando un algoritmo de coincidencia geométrica. En la segunda técnica, el ligando
explora fuera de la proteina hasta encontrar el sitio activo, variando sus conformaciones
y orientaciones. Basandose en este Gltimo método, el programa Autodock predice el
acoplamiento computacional y el cribado virtual de moléculas pequefias en receptores
macromoleculares (ver Figura 2.4).1 Este programa esta englobado en los métodos
aleatorios o estocasticos y estd basado en un campo de fuerzas empirico de energia libre,
usando un algoritmo genético Lamarquiano como base para el calculo. Ademas este
software ha evolucionado adaptandose a nuevos problemas y, por ejemplo, la extension
Autodock Vinal® ofrece una prediccion mas rapida y precisa del modo de union
utilizando el algoritmo de Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno (BFGS).[8l,

[ | AutoDock Vina | | AutoDockd | [ AutoDocks,, ||
B oot b /]
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Figura 2.4. Esquema de docking para el programa Autodock.[%
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2.2.6.2 Métodos de MM/PBSA y MM/GBSA

Desde hace décadas se realizan calculos de energias libres de unién basados en
simulaciones de mecénica molecular mediante dindmicas moleculares o métodos Monte
Carlo.I5% Estas técnicas permiten determinar los cambios de energia libre de union de
pequefios ligandos a macromoléculas bioldgicas a partir de simulaciones. Asi, estos
métodos realizan un riguroso tratamiento de todos los grados de libertad del complejo
proteina-ligando incluyendo modelos de solvatacion continuos, suponiendo un coste
computacional considerablemente grande. En un intento de combinar precision y rapidez,
se han desarrollado varias aproximaciones en las que destacan los métodos de MM/PBSA
y MM/GBSA (Molecular Mechanics with Poisson-Boltzmann (PB) or Generalizated
Born (GB) and Surface Area Solvation).[*] Desarrollado por Srinivassan y Kollman en
1998, esta técnica estd basada en mecanica estadistica, que contiene distintos términos
fisicoquimicos que intervienen en el proceso de union ligando-proteina, esquematizado
en la Figura 2.5 mediante un ciclo termodinamico:

Protein (P) Ligand (L) Complex (PL)

AGhmd (gas) >
GLgas= B 'TSLMM 3 gas EPLMM -TSPLMM
AGLWN
AG: nd (wale -
i Gpsas ¥ AGPEO»V Gt= GLQas = AGLsorv gh= GPLQES ¥ AGPLSQ“"

Figura 2.5. Esquema termodinamico para la obtencion de la energia libre. Los fondo blanco y azul indican
un sistema en vacio y en disolucién acuosa, respectivamente. La coloracién naranja del ligando establece
que esta interactuando completamente con el medio.[®4

Como se observa en el esquema anterior, la union entre el ligando y el receptor,
previamente solvatados por moléculas de agua, dara lugar a un complejo que se encuentra
estabilizado por las interacciones intermoleculares no enlazantes. Durante este proceso,
se produce un cambio entrdpico debido a la reduccion de la libertad conformacional del
ligando y al desordenamiento de las moléculas de agua que lo rodean (denominado efecto
hidrofobico), que previamente se encontraban ordenadas cuando se encontraban aisladas
ambas especies. Basandose en este fundamento termodindmico, la energia libre se puede
evaluar a partir de las energias de la mecanica molecular combinadas con un término de
energia de solvatacion calculado a partir del area de superficie accesible (SASA), una
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estimacion de la energia electrostatica mediante Poisson-Boltzmann y un término
entrépico.

La energia libre (AGyoind) entre el ligando (L) y el receptor (R) para formar el complejo
RL es calculado mediante las siguientes ecuaciones matematicas (ecuaciones 2.5-2.7):

AGpinding = AH -TAS = AEmm + AGsol -TAS (2.5)
A Emm = AEinternal + AEelectrostatic + A Evaw (2.6)
AGsol = AGpe/cB + AGsa (2.7)

donde AEmwm, engloba las energias de union de la mecanica molecular: AEinernal (enlace,
angulo y diedro), interacciones electrostaticas (AEelectrostatic) y de Van der Waals (AEvaw).
Por otro lado, el término AGso indica la suma de la energia libre de solvatacion
electrostatica (AGrs/cs), ¥ el componente de solvatacién AGsa (contribucién polar y no
polar, respectivamente). ElI cambio de entropia conformacional, -TAS, normalmente es
calculado por un método normal de analisis a partir de un conjunto de instantaneas
conformacionales o snapshots tomadas de las simulaciones de dindmica molecular.[62/[6]

El término electrostatico supone la contribucién mas importante, debido a la fuerza
existente en las interacciones soluto-solvente y se evalUa a partir de modelos continuos
de disolvente: bien a partir de la resolucion de la ecuacién de Poisson-Boltzmann (AGes,
siendo el método MM-PBSA) o mediante un modelo Generalizado de Born (AGeg, siendo
el método MM-GBSA). Aunque se obtienen resultados similares de ambas técnicas, esta
ultima requiere menor tiempo de calculo. Los protocolos para poder aplicar ambos
métodos pueden ser dos: i) realizarlos sobre snapshots del ligando, proteina y complejo
extraidos de una Unica dindmica molecular de este ultimo, o ii) realizar tres simulaciones
independientes de cada especie, extrayendo estas instantaneas de cada una de ellas.[64116]

Al ser métodos empiricos, es importante: investigar sistematicamente ciertos factores
como la duracion de las simulaciones y la constante dieléctrica del soluto (debe ser la
adecuada para poder calcular las energias polares de solvatacion); realizar céalculos de
entropia precisos; y evaluar la energia libre de unién comparando ambas técnicas, para
poder clasificar las afinidades de los ligandos con el receptor.[®®!

2.3 Métodos experimentales

Diversas tecnicas biofisicas han sido desarrolladas para caracterizar complejos proteina-
ligando, veéase experimentos de SPR (Surface Plasmon Resonance), que permiten obtener
parametros cinéticos de interaccion; FP (Fluorescence Polarization), con ensayos de tipo
competitivo para estudiar la interaccion ligando-proteina utilizando luz polarizada; ITC
(Isothermal Titration Calorimetry) que permite medir las propiedades termodindmicas en
disolucion, entre otras.
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2.3.1 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Nuestro grupo de investigacion se centra principalmente en el estudio estructural de
ligandos glucidicos y sus complejos con proteinas. Las técnicas estructurales de alta
resolucion mas empleadas para ello son la difraccion de rayos X y la espectroscopia de
RMN. En concreto, esta ultima es la principal herramienta experimental utilizada en
carbohidratos, tanto para la elucidacion estructural como para el estudio de las
interacciones moleculares. En el caso de los complejos, su extraordinaria sensibilidad a
las distintas escalas de afinidad y/o tiempo, al poder emplear diferentes magnitudes
derivadas de RMN, la han convertido en la principal herramienta para su estudio. Entre
las diferentes técnicas y métodos destacan: la determinacion de afinidad tanto alta como
baja; la caracterizacidn estructural y sus interacciones; la identificacion de epitopos de
union en la proteina y ligando, etc. Ademas, al realizarlos en disolucion, los experimentos
de RMN se llevan a cabo en condiciones préximas a las fisioldgicas.

Una caracteristica de la RMN es la capacidad de observacion de sefiales individuales
correspondientes a un mismo tipo de nicleo en entornos quimicos diferentes. Las
propiedades de las sefiales de RMN se pueden simplificar en desplazamiento quimico,
multiplicidad o acoplamiento escalar con otros nucleos y relajacion, velocidad y
mecanismos de extincion de sefiales. Gran parte de las aplicaciones de la RMN en quimica
organica, bioldgica u organometalica hacen uso de estas propiedades.

Otra de las caracteristicas de la RMN es la propiedad de transferir magnetizacion entre
distintos nucleos por diferentes mecanismos, y poder detectar el origen y el destino de la
magnetizacion. Estos mecanismos son tres: el primero, el acoplamiento escalar que se
produce a través de los electrones de enlace y puede ser tanto homonuclear como
heteronuclear; el acoplamiento dipolar, a través del espacio; y el intercambio quimico en
el que es el propio nucleo el que se transfiere de un entorno a otro. Basados en estas
potenciales caracteristicas se pueden realizar experimentos multidimensionales para
estudiar y detectar la magnetizacion transferida entre ntcleos. !

Los experimentos monodimensionales *H-RMN contienen informacion del nimero de
protones que generan cada sefial y con cuantos &tomos vecinos se acoplan generando la
multiplicidad de cada sefial. El resto de la informacion tradicionalmente se ha obtenido
mediante complejos procesos de asignacion basados en el conocimiento previo del
desplazamiento quimico de cada agrupacién de atomos. Sin embargo, con los experientos
bidimensionales es posible correlacionar los atomos de las moléculas mediante sus
acoplaminentos escalares (a través de los electrones de los enlaces) COSY, TOCSY y
HSQC, o a través del espacio, NOESY y ROESY.[¢7]

Un experimento multidimensional de RMN consta de varias etapas separadas
convenientemente por pulsos de radiofrecuencia: preparacion, evolucion o marcaje de
frecuencias después de la excitacion de los nucleos durante un tiempo variable t1, mezcla
de magnetizacion en un intervalo de tiempo 1 y deteccion convencional de la FID (Free
Induction Decay) % en un tiempo t2 (Figura 2.6):
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Figura 2.6. Esquema general de una secuencia de pulsos para un experimento de RMN-2D. Este se repite
un determinado nimero de veces con distintos incrementos de t; generando una sefial bidimensional (ti,
'[2).[68]

Por cada tiempo variable t1 se registra una fid t2 que se almacena para su procesado
independiente. La informacion que se obtiene de los experimentos COSY (COrrelation
SpectroscopY) se refiere a los protones que estan directamente acoplados entre si; de los
TOCSY (TOtal Correlation SpectroscopY) se obtiene informacién de aquellos protones
que constituyen un sistema de spin, es decir, todos aquellos protones acoplados a través
de otros;®®! los NOESY (Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopY) y analogos,
relacionan a aquellos protones con proximidad espacial. La combinacidn de ambos tipos
de experimentos permite determinar la secuencia primaria de los oligosacaridos v,
adecuadamente cuantificados, los experimentos de acoplamiento dipolar permiten
establecer distancias interproténicas . Otro tipo de experimento es el HSQC, (*H Detected,
Single Quantum Correlation) que correlaciona H con el heterodtomo al que esta unido
13C 0 ®N. En el contexto de esta tesis, se han usado los HSQC registrados durante la
sintesis de los oligosacaridos estudiados, ademas del experimento marcado con °N para
estudiar la interaccion proteina-ligando.

2.3.1.1 Experimento COSY y TOCSY

El experimento COSY maés simple consta de dos pulsos de 90° separados por un tiempo
variable t1 realizandose posteriormente la adquisicion de la FID durante t2. Esta técnica
proporciona informacion sobre el acoplamiento entre dos ntcleos de *H-tH con una Jun
directa (Figura 2.7). Su aplicacion mas extendida es sobre el ndcleo *H pero también
puede realizarse sobre otros atomos.["®"™1 E| experimento TOCSY constituye una
variante del experimento COSY en el que, después del marcaje de frecuencias, se ha
introducido un tiempo de mezcla variable consistente en un blogueo de espines o spin
lock. Durante este periodo el sistema opera bajo acoplamiento fuerte transmitiendo la
magnetizacion a lo largo del sistema de espines en funcién de la duracién del bloqueo y
la magnitud de la constante de acoplamiento. El periodo del bloqueo de espines es una
secuencia multipulso que se optimiza en funcion de la aplicacion y el campo, siendo los
mas empleados el MLEV-32 0 64 y el dipsi2.[6%1172]
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Figura 2.7. A) Secuencia de pulsos genérico para un experimento COSY. B) Secuencia de pulsos para un
experimento TOCSY.

2.3.1.2 Experimento NOESY

El experimento NOESY basico consta de tres pulsos de 90°. El primero de ellos crea una
magnetizacion transversal alineada sobre uno de los ejes del sistema de coordenadas,
provocando que aquellos vectores correspondientes a ndcleos independientes,
moviéndose a velocidades diferentes, se separen formando &ngulos distintos con el plano
transversal durante un tiempo variable ti. Este es el conocido como marcaje de
frecuencias y esta en el origen de la espectroscopia multidimensional. El segundo pulso
que marcara el final del tiempo de evolucion genera de nuevo una magnetizacion
longitudinal diferente para cada nucleo en funcion de su frecuencia durante t1. En este
punto comienza el llamado tiempo de mezcla, durante el cual los nucleos intercambian
magnetizacion longitudinal por relajacion dipolar a través del espacio, que finaliza con el
tercer pulso de 90°, que convierte la magnetizacion longitudinal en transversal observable
(Figura 2.8).[731[741[75]

I Preparacion

Evolucion || Mezcla H Deteccion |

-—
—

4
—
—

Figura 2.8. Secuencia de pulsos para un experimento de NOESY.
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El Efecto Nuclear Overhauser (NOE) se define como el cambio que experimenta un
nacleo (S) en la intensidad de su sefial de RMN al perturbar otro (1) proximo en el espacio
con el que esté acoplado mediante interaccién dipolo - dipolo. Si esta intensidad aumenta
con la perturbacién entonces el NOE se define como positivo (I>lo), y en cambio sera
negativo cuando ésta disminuya (I<lo) ( Ecuacion 2.8):[3l

110

nl{S}— — (2.8)

Para facilitar la comprension del fundamento del NOE, se expone un diagrama de energia
para un sistema de dos espines homonucleares, |1 y S, acoplados dipolarmente en una
molécula rigida que gira isotrépicamente en una disolucién (Figura 2.9):

Figura 2.9. Niveles de energia para un sistema de dos espines acoplados. Se distinguen 6 tipos de
transiciones: cuatro de estas corresponden a las de cuanto simple (W1) que involucran saltos de un Unico
spin y corresponden a las transiciones que dan lugar a las lineas del espectro, por ejemplo ao.= off; y dos
transiciones flip-flop off 2o y aa =2 BB que involucran ambos espines S e I siendo de cero cuanto si AM=0
(Wo) o doble cuanto (Wy) si AM=2, ambos con mecanismos de relajacion cruzada.[’

Como se puede observar en la imagen de arriba, el NOE resulta del equilibrio entre
distintas vias de relajacion en competencia entre si. Por un lado, se encuentran las vias de
relajacion cruzada Wo y W2 que son responsables del signo del NOE. El proceso de
relajacion W2 (de menor energia), que produce NOEs homonucleares positivos es
predominante en ligandos de bajo peso molecular que se mueven rapidamente en
disolucion y estan caracterizados por tiempos de correlacion cortos. En el caso opuesto,
moléculas de peso molecular grande, con tiempos de correlacién largos, dan lugar a NOEs
negativos siendo predominante el mecanismo de relajacion Wo. Cada via de relajacion
cruzada se diferencia en su cinética y extension. La relajacion de doble (W2) cuanto crece
mas rapidamente y puede llegar a ser el doble de la de cero cuanto (Wo). Ademas de estos
mecanismos de relajacion cruzada responsables del crecimiento del NOE, reestableciendo
las diferencias de poblacion de equilibrio del nicleo no saturado (1) se encuentran los
mecanismos de relajacion cuéntica simple (W1), que son los que originan las sefiales de
los protones involucrados (las observables).

De estas consideraciones y de la Figura 2.9 se puede deducir la expresion de la ecuacion
del NOE del estado estacionario (o ecuacion de Solomon 2.9):[6]

n{S}=2 [ e x e | 2] 2.9)

Wo+2Wy+ W3 PIs
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Las probabilidades de las transiciones dependen a su vez de la funcion de densidad
espectral, J (), que corresponde a la transformada de Fourier de la funcién de
correlacion, cuya transicion va a depender por lo tanto del tamafio molecular. Asi, las
moléculas pequefias que, con tiempos de correlacién cortos, relajan muy lentamente
pudiendo muestrear una amplia gama de frecuencias, presentan una funcién de densidad
espectral amplia, y viceversa (Figura 2.10).

Slow ~ R~ . W :
Spectral | 1otion >>W, Negative NOE
density |
J(w)
Intermediate W, +W,
motion |

. b
Fast \ \'\ >> W, =—=— Positive NOE
motion I

o log (w)

Figura 2.10. Evolucién de la funcion de densidad espectral (J (w)) con respecto a una funcion de
frecuencia (w), siendo wla frecuencia de transicion de spin en escala logaritmica.l

» Determinacion de la distancia interprotonica

Para obtener los datos cinéticos, se recurre al NOESY (NOE transitorio) en el que se
invierte el spin en lugar de saturarlo. El resultado es el mismo salvo que la intensidad es
diferente (la mitad) y que es posible obtener cinéticas de crecimiento en funcion del
tiempo de mezcla. La cinética del crecimiento del NOE en experimentos NOESY se
muestra en la Figura 2.11.

El resultado es la acumulacién de una determinada cantidad de NOE durante un periodo
de tiempo que acaba disipandose a medida que comienza a operar la relajacion y el NOE
se difunde a través de otros contactos con otros nucleos.

Su version monodimensional, el 1D-NOESY, es muy util para la elucidacion estructural.
Se puede asumir que la velocidad inicial de crecimiento del NOE entre dos protones se
debe sélo a la velocidad de relajacion cruzada entre ambos, onoke. Esta se puede calcular
a partir de la curva de crecimiento del pico de cruce dividido por el pico diagonal al mismo
tiempo de mezcla. La velocidad de relajacion cruzada es proporcional a la funcion
espectral y a r® (ver Figura 2.11):
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Mixing time,

Figura 2.11. Evolucion de la curva de crecimiento de un experimento de NOE transitorio.["]

Por lo tanto, en esta aproximacién el valor del NOE depende linealmente del tiempo de
mezcla (tm) hasta que, la relajacion de espin no perturbado predomina sobre la relajacion
cruzada (o1s) en tiempos de mezcla largos, y se pierde esta linealidad. De acuerdo con
esto, la intensidad del NOE (nis) entre | y S (siendo éste el spin invertido) en un tiempo
de mezcla tm puede ser calculado mediante la siguiente ecuacion 3.0:

Nis= OIS Tm (3.0)

Ademas, la velocidad de relajacion cruzada es proporcional a la distancia internuclear
(ns®) segln la ecuacion 3.1.

ois = kris® (3.1)
siendo,
— (o 2h2)/4 ( 6T )
k= (41‘1) 10 \1+ 40?2 fc (3.2)

La constante de proporcionalidad k contiene el tiempo de correlacion tc y las constantes
fisicas vy, po y o son valores conocidos para un determinado experimento. Por lo tanto, si
se conoce una distancia nuclear (rizs)® entre los niicleos 1 y S se puede establecer un NOE
de referencia, calculandose por comparacion directa la distancia internuclear
desconocida:[""

-6
Niis _ 711s
e (3.3)
Nizs Ti2s

2.3.1.3 Experimentos de ligando observado o de transferencia de magnetizacion

La RMN es particularmente sensible a procesos dindmicos como son la formacion y
disociacion de complejos entre diferentes moléculas. Ello ha llevado al desarrollo de una
serie de experimentos para el estudio de complejos entre moléculas grandes y pequefias,
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denominados de ligando observado. Si la cinética de asociacidén-disociacion del complejo
es suficientemente rapida, es posible, en una situacion en la que la proporcién ligando-
receptor estd desplazada hacia el ligando, observar ciertas propiedades del ligando
enlazado en los espectros de RMN. Estos experimentos tienen la gran ventaja de
simplificar el proceso de asignacion de las sefiales del complejo, porque en este caso
aparecen donde las del ligando libre ya que dependen de las proporciones de poblaciones
en el equilibrio. Alternativamente, también es posible hacer uso de la alta capacidad de
relajacion de las macromoléculas para transferir magnetizacién entre la macromolécula 'y
el ligando (STD-NMR). También, hay otras técnicas que emplean el disolvente como
sonda para la exploracion del complejo (waterLOGSY).

» Experimento de NOESY transferido (tr-NOESY)

En el caso de estudio de interacciones biomoleculares podemos considerar multiples
especies y diferentes situaciones. Puede darse un equilibrio rapido entre el ligando libre
y el asociado, o que el equilibrio esté desplazado hacia un complejo cinéticamente estable.
En este ultimo caso, el analisis mas frecuente es el que se efectla sobre la variacion de
las sefiales de la proteina durante una valoracion con el ligando, obteniendo datos de las
zonas de union. En esta situacion el analisis se suele complementar con el estudio paralelo
de la estructura tridimensional de la biomolécula receptora. En los experimentos
transitorios es posible estudiar la estructura del ligando enlazado a través del analisis de
las sefiales promedio empleando una cantidad subestequiométrica de receptor. Ello se
basa en el diferente comportamiento del relajamiento dipolar de las moléculas pequefias
y las macromoléculas. En condiciones adecuadas, la relajacion dipolar del ligando
enlazado predomina sobre la del libre, aunque esté en una proporcion mucho menor. En
una situacion optima los efectos NOE del ligando enlazado predominan sobre los del
libre. Ademas, si se comporta como una molécula pequefia los NOE estaran en diferentes
regimenes apareciendo con signos opuestos. Recientemente, ha resurgido la técnica de
transferencia de saturacion haciendo uso de las mejoras en el equipamiento moderno, que
rapidamente se ha incorporado a las herramientas para el estudio de complejos
biomoleculares.

Aunque bien conocido, el NOESY transferido ha experimentado una explosion de
aplicaciones en los ultimos afios. En especial por su combinacidn con otros experimentos
de ligando observado como el STD, o el waterLOGSY en el estudio de complejos entre
macromoléculas y ligandos sencillos. Considerando una molécula pequefia que se une a
una macromolécula y que su intercambio entre la forma libre y ligada es rapido en la
escala de tiempos del desplazamiento quimico, la velocidad de relajacion cruzada
observada en las sefiales promedio sera proxima a la del complejo, mientras que su
desplazamiento quimico estarda muy proximo al de las sefales del ligando libre.[”®! Por
consiguiente, un NOESY adquirido en estas condiciones registrara mayoritariamente, si
no exclusivamente, la especie unida y, por lo tanto, serd negativo, de evolucién rapida y
mayor intensidad. Si el ligando es una molécula pequefia 0 mediana de NOE positivo,
ésta es una prueba de la formacién del complejo entre ligando y receptor. Si hubiera un
cambio conformacional debido a la formacion del complejo, éste se vera reflejado en el
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patron de NOE.[®M8 | os NOE transferido intermoleculares entre ligando y proteina se
pueden usar para establecer la orientacién del ligando unido en el sitio activo del
receptor.®) En el experimento NOESY transferido debe cumplirse la siguiente
desigualdad:

|Nenlazado : Genlazadol >> |Nlibre * Olibre | (3-4)

Donde o es la velocidad de relajacion cruzada y N el nimero de moléculas en los estados
libre y unido. Como se ha mencionado antes, la intensidad de los NOE transferidos
depende principalmente del exceso del ligando sobre la proteina ([L]+/[P]r), ¥ por
consiguiente, de las fracciones en sus formas libre o asociada. Por lo tanto, si esta relacién
es demasiado alta, existira un exceso de ligando disociado en disolucion lo que se traduce
en NOEs positivos que pueden disminuir o incluso cancelar las sefiales que indican
formacién de complejo. A pesar de todas las ventajas y facilidades que nos ofrece esta
técnica, también hay que tener en cuenta ciertos inconvenientes. Uno de los principales
es la posible difusion de spin, tipica en macromoléculas, que genera picos cruzados
negativos entre protones que se encuentran conectados a través de un tercer spin,
conduciendo a errores en la interpretacion de los espectros. No obstante, una adecuada
cuantificacion de la curva de crecimiento del NOE es suficiente para evitar este artefacto.

2.3.1.4 Experimento de Diferencia de transferencia de saturacion (STD)

Otro de los experimentos basados en la observacion del ligando es el experimento de
diferencia de transferencia de saturacion que permite estudiar la interaccion en disolucién
entre una macromolécula y un ligando, mapeando los protones que estan involucrados en
esta union. Esta basado en la difusion de espin, siendo éste un fendmeno caracteristico en
el NOE de moléculas de tiempo de correlacion largo, que se encuentran en la zona
correspondiente a moléculas grandes de la curva del NOE en funcién de la movilidad.
Dada la eficacia de la transferencia de magnetizacion de esta zona, una vez transferida al
espin receptor se puede continuar transfiriendo a sucesivos nlcleos, generando asi
sucesivos acoplamientos dipolares activos.

A partir de un exceso de molécula pequefia con respecto al receptor (desde 1:10 hasta
1:1000), se llevan a cabo dos experimentos monodimensionales *H-RMN: el primero de
ellos se utiliza como espectro de referencia; realizado en condiciones de equilibrio
térmico donde se establece una frecuencia de irradiacion lejos de la zona de interés (“off-
resonance”). En el segundo, se aplica una radiofrecuencia de baja potencia y larga
duracién sobre una zona donde so6lo existen sefiales de la proteina, saturandolas y
transfiriendo dicha magnetizacion al ligando mediante difusion de espin a través de NOEs
intermoleculares (experimento “on resonance”).l®Y La diferencia entre ambos espectros
refleja la cantidad de magnetizacion recibida desde el receptor por el ligando, siendo
proporcional a la distancia entre los nlcleos de ambos y revelando exclusivamente las
sefiales del ligando que tienen interaccion , cuya intensidad sera mayor cuanto mas cerca
se encuentren (ver Figura 2.12). [
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Figura 2.12. llustracién del experimento de STD.

La distribucion de la saturacion entre los protones mas cercanos y la intensidad de la sefial
muestra, de una forma cualitativa, la interaccion que tiene lugar entre el ligando y la
proteina. Pero este resultado puede analizarse de manera semicuantitativa comparando
porcentajes relativos de saturacion, normalizando todas las intensidades de STD medidas.
Para ello, se establece una escala relativa de saturaciones de 0% a 100%, asignando el
porcentaje mas alto a la sefial de mayor transferencia de saturacion. Esto genera mapas
de epitopo con los que es posible analizar las zonas de mayor interaccion del ligando con
la proteina.

Los valores de STD estan influidos por la relajacion pudiendo no ser uniformes en todos
los nucleos. Para cancelar las posibles influencias de la relajacion en el valor del STD se
suele recurrir a calcular la velocidad inicial donde la relajacion no ha operado todavia.
Esta se obtiene por el ajuste de la curva de crecimiento del STD a una ecuacion
exponencial, empleando tiempos de saturacion crecientes y obteniendo la velocidad
inicial de crecimiento del STD, STDo.[8

Tal y como se muestra en el esquema de la Figura 2.13, el experimento STD consta de
tres bloques principales. En el primero de ellos, el bloque A, se aplica un tren de pulsos
selectivos durante un tiempo de saturacion (tsa): para el experimento de referencia
(experimento off-resonance) se irradia muy lejos de las sefiales de proteina y ligando
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mientras que en el experimento on-resonance se irradia directamente sobre la proteina sin
afectar al ligando. En el blogue B, tras un fuerte pulso de 90° se aplica un “spin lock” para
eliminar las sefiales de fondo de la proteina. Por Gltimo, para muestras que contienen una
cantidad significativa de agua, se puede afiadir un modulo de supresion de agua,
watergate, o excitation scuplting que tiene lugar en el blogque C.[!

water
suppression
block

H

Figura 2.13. Esquema de pulsos para el experimento STD.[84

2.3.1.5 Experimentos heteronucleares

» Experimento de HSQC

Como se ha explicado anteriormente, la mayoria de los experimentos de observacion de
proteina para caracterizar su unién con un ligando, implican espectros bidimensionales
(2D) de RMN debido a que en los espectros 1D no se pueden identificar sefiales
individuales de ésta. Para solventar esta limitacion, es muy Util la espectroscopia
heteronuclear 2D, donde se estudian otros niicleos magnéticamente activos como 3C o
>N presentes en estas macromoléculas. Debido a que la cantidad presente en la naturaleza
de estos atomos es baja, se suelen recurrir a marcajes isotépicos mediante expresiones en
bacterias o levaduras. EIl experimento heteronuclear 2D més conocido es el denominado
HSQC (Heteronuclear Single-Quantum Correlation), cuya secuencia de pulsos se
muestra en la Figura 2.14.

La formulacion de la espectrocopia heteronuclear inversa supuso la proliferacion de
experimentos de correlacion H-heteroniicleo, y la consiguiente extension de sus
aplicaciones en quimica y bioquimica. Esencialmente, para *C y 3!P en abundancia
natural y para °®N en muestras con marcaje isotdpico, son experimentos rutinarios en
RMN formando parte de secuencias mas complejas. Su versién mas sencilla consiste en
un modulo INEPT, que transfiere la magnetizacion de *H al heterontcleo, donde tras el
marcaje de frecuencias durante t1 se revierte a *H mediante un médulo retroINEPT donde
se detecta con o sin desacoplamiento (ver Figura 2.14).[4118%]
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A B C

Figura 2.14. A) Secuencia de pulsos para el experimento HSQC entre *H y un heteroatomo.®! B)
Representacion del espectro de la correlacion entre los desplazamientos quimicos de ambos ndcleos
acoplados directamente a través de una constante de acoplamiento J.[84

Esta secuencia basica ha sufrido multiples mejoras de las cuales destaca, por sus ventajas,
la implementacion de gradientes de campo para la seleccion de magnetizacion. Esta
basada en la relacion de las constantes giromagnéticas de los nucleos permitiendo una
extraordinaria reduccién del ciclo de fases y una mejor optimizacion del receptor. Otra
mejora esencial ha sido la optimizacion de la secuencia para obtener una sensibilidad
mejorada incluyendo deteccion eco-antieco con un segundo retrolNEPT. Actualmente,
en aplicaciones para quimica se emplea con frecuencia secuencias hibridas HSQC —
DEPT, denominadas HSQC editado, en las que la fase de las sefiales de correlacion
depende de las multiplicidad del carbono.[8485]

> 15N-HSQC

Debido a la baja abundancia y escasa sensibilidad en RMN del is6topo *°N, no es posible
medir *°N en abundancia natural de forma directa. Sin embargo, gracias a la expresion en
sistemas bioldgicos, ha sido posible y accesible la incorporacion de °N a proteinas y
acidos nucleicos. Los experimentos *N-HSQC han encontrando una gran cantidad de
aplicaciones debido a su posicién estratégica en el esqueleto de las proteinas y la
sensibilidad de su desplazamiento quimico a determinados aspectos estructurales
(estructura secundaria, enlaces de hidrogeno, movimientos locales y otros). La RMN
basada en °N es una técnica que nos puede aportar informacion muy relevante acerca de
la secuenciacion de péptidos, estudiando su desplazamiento quimico. Este experimento
implica observar las perturbaciones de los espectros de la proteina tras la adicién de
cantidades crecientes del ligando, en donde las sefiales que se vean afectadas
corresponderan a nucleos que cambiaran su entorno quimico tras unirse a él. Por tanto,
estas sefiales pueden estar ubicadas en el sitio de interaccion del ligando o proximo a él,
0 en cambio estan involucradas en un reordenamiento estructural inducido por éstel®l,
Para entender la interaccion proteina-ligando y las perturbaciones que tienen lugar,
tenemos que considerar el siguiente equilibrio caracterizado por el cociente de la tasa de
activacion, kon y la de desactivacion kort, dando lugar a la Ko (ecuacion 3.5):

P+L < PL Kb= Kon/ Koff (3.5)
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Durante el experimento, la aparicion de los espectros depende de la diferencia de
desplazamiento quimico (*H y/o ®N), A, entre la proteina libre y unida al ligando en
comparacién con la tasa de cambio, kex que viene dada por la ecuacion 3.6:

Kex= Kon[ L ]free + Koft (3.6)

donde [L] free €S la concentracion de ligando no unido. La formacion del complejo puede
establecerse en un régimen de intercambio rapido (kex >>Aw), donde la senal de la
proteina libre se mueve hacia la sefial de la proteina saturada de ligando. Por el contrario,
si el intercambio es lento (kex<< Aw), solo las intensidades relativas de las sefiales de los
picos de proteina libre y unida cambiaran, por lo tanto no se observaran perturbaciones
de desplazamiento quimico directamente, sino solo modulaciones de las intensidades de
la sefial de RMN®"], La perturbacion del desplazamiento quimico (AS) observado en el
experimento viene dada por la siguiente ecuacion 3.7:[61188]

A8= Bobs — Biree = LT [[p] 4 [1] + KD — \[([P] + [L] + KD)? 3.7)

2[P]

—4[P][L]]

En la Figura 2.15 se muestra un ejemplo de esta técnica comparando los dos tipos de
intercambio que tienen lugar mostrando las diferencias que se aprecian en las sefiales de
los picos:

A . 0. B i . ... . (185},_])
fast ] ° . Elow 3 i '.-,113
" .l
'R F i 120
L} (] Q’* “i [ ] F' 'A 123
o ? " ce M ® “ e
e ﬁ; L1286
............. "l I & ' aza
95 B0 85 EY Y 52 {1H) [pprri
il iL A
| i
L A'EY _R
) bJF g Wy
Ligand ]
K R 0
| 0 R 80
| 0 | | 0 160
| | | | 320
| 0 | | 0 s
L 0] @ |
We o, e W,

Figura 2.15. Ejemplo de cambios de desplazamiento quimico tras el marcaje con 15N y adicion creciente

de ligando para un intercambio rapido y lento.[®
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El primero paso del experimento seria la asignacion de las resonancias de los diferentes
nicleos; en el caso de proteinas mayores a 15 kDa se deben asignar también *°N y/o 13C;
mientras que en las proteinas pequefias se sigue la estrategia desarrollada por
Wiilhtrich.[®®! Primeramente, se identifican los sistemas de espin de cada aminoécido a
partir de sus acoplamientos escalares, mediante técnicas de 2D COSY y TOCSY, o 3D
'H-®N TOCSY-HSQC. La identificacion a tres enlaces entre los pares de protones NH-
Ha, Ho-HP, HB-Hy...de un mismo aminoacido se realiza con el experimento COSY,
mientras que con el TOCSY se obtiene las sefiales de correlacion de todas las frecuencias
de aquellos protones pertenecientes al mismo sistema de spin.

En cambio, en el experimento 3D *H-*N TOCSY-HSQC estan concentradas todas las
correlaciones TOCSY de los sistemas de espin que contienen los valores de 6 del N —
amidico, con un solapamiento menor que en 2D. De esta forma se pueden crear patrones
caracteristicos por los desplazamientos quimicos conocidos que pertenecen a diferentes
sistemas de espines, pudiendo agrupar los 20 aminoacidos en base a este criterio. El
siguiente paso consiste en la identificacion de cada sistema de espin con un residuo
concreto de la secuencia de la proteina mediante los experimentos 2D NOESY y 3D H-
15N NOESY-HSQC (ver Figura 2.16).°1%2]

.r".‘\
{ \‘.
¥ i
Acoplamiento I." CHi-i O
intraresidual o |
(TOCSY y NOESY) | a
—'lNi—! Ci-
\ .
H H ‘Acoplamiento
interresidual
(NOESY)

Figura 2.16. Conexiones secuenciales que se pueden encontrar en un fragmento de cadena peptidica.

Estos desplazamientos en los aminoacidos dependen de los residuos vecinos y, ademas,
el acoplamiento 3JnH a tres enlaces del proton a puede aportar informacion sobre el angulo
de torsion del enlace peptidico. Dentro de sus limitaciones se encuentra la baja
sensibilidad, por su escasa abundancia isotdpica (0-36%), y la posible cancelacion de
algunas de sus sefiales debido al efecto NOE negativo.®®! Pero, a pesar de esto, es un
experimento clave para el estudio de interacciones proteina-ligando en proteinas
marcadas con °N, observandose al menos una sefial por aminoécido. El experimento y la
secuencia de pulsos es igual a la que se ha detallado en el apartado anterior, con una
primera parte donde mediante el método INEPT se transfiere la magnetizacion de los
protones de amida al nicleo ®N adyacente, una segunda etapa donde tiene lugar la
generacion de la dimension F1 durante el incremento de t1 y el tltimo bloque que contiene
un INEPT inverso donde se retransfiere la magnetizacion de nuevo al *H. Finalmente, se
detecta la sefial en *H durante t2 con desacoplamiento simultaneo. 814
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La mayor parte de las versiones diferentes de >N HSQC incluyen esquemas de supresion
de disolvente. Al ser los protones amida intercambiables con el agua no es posible
registrar los experimentos en D20, por lo que es necesario usar H20 y esquemas de
supresion de disolvente. En general, los mas usados y eficaces son los que se introducen
al final de la secuencia antes de la deteccién, al minimizar el intercambio previo a la
deteccion.

2.3.2 Polarizacion de Fluorescencia (FP)

La polarizacion de fluorescencia es una técnica muy versatil, potente y sensible,
ampliamente utilizada en estudios sobre el movimiento de moléculas fluorescentes en
disolucidén, en inmunoensayos para proteinas, monitorizacion terapéutica de farmacos y
ensayos de compuestos toxicos para el medio ambiente. Descrita por primera vez en
1926, 1a aplicacion se ha ido desarrollando y, a dia de hoy, es una técnica muy
extendida en el area del descubrimiento de farmacos, centrada en el estudio de
interacciones ADN-proteina, ADN-ADN y proteina-proteina. Esta técnica se basa en la
irradiacion de la muestra con un haz de luz monocromatica, que se encuentra polarizada
tras atravesar un filtro de polarizacion vertical. Aquellas moléculas fluorescentes,
orientadas adecuadamente sobre este plano de luz absorbida, seran excitadas y la luz
emitida, en los planos horizontal y vertical, se recogera en un detector tras atravesar otro
filtro polarizado (Figura 2.17).%6171 | a formula matemética que relaciona las
intensidades de luz emitida en los planos horizontal y vertical™®® nos permite obtener los
correspondientes valores de polarizacion de fluorescencia (FP), que indican el grado de
polarizacion de la luz emitida.

Vertical
Polarizer

e Podarized
___.-"' Escitation

e Enargy

Horizontal
Emission

Meoenochromatic
Light Source

Vertical
Emission

Figura 2.17. Representacion esquematica de la deteccion de la polarizacion de fluorescencia.®

El valor de polarizacion de una molécula es proporcional al tiempo de relajacion
rotacional de la misma, o lo que es lo mismo, el tiempo que tarda en girar un angulo de
un radian. Este valor depende de la viscosidad, la temperatura absoluta y el volumen
molecular.[®®! Por lo tanto, si los dos primeros parametros se mantienen constantes, la
polarizacion esté relacionada directamente con el tamafio molecular. Cuando un ligando
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fluorescente es pequefio (<1500 Da), al rotar rapidamente en disolucion, la luz polarizada
con la que se excita se despolarizarad. En cambio, cuando esta molécula pequefia se une a
otra més grande (>10 kDa), como por ejemplo proteinas, el movimiento de rotacién del
fluoréforo se vuelve més lento debido a la restriccion en su movimiento, generando de
este modo luz polarizada (ver Figura 2.18).1°

Rapld rotation

Polarized light
PN RS A0 — 9
R k / nght is
\ depolarized

Ligand Iabeled with fluorescent tag

Slow rotatnon

_

7
Polarized light Cjo /
LRI Light

remains
«—/ polarized
Receptor molecule

Figura 2.18. Esquema representativo de la polarizacion de la luz emitida en funcion del tamafio
molecular.®!

De este modo, las medidas de FP son ideales para estudiar las interacciones entre una
molécula fluorescente de bajo peso molecular, como un oligosacarido, y una proteina.
Ademas, se pueden desarrollar experimentos de competicion (ver mas abajo) en los que
se analiza la capacidad de un ligando no fluorescente para desplazar a la sonda
fluorescente del complejo con la proteina. Este tipo de experimentos son los que se han
empleado en esta Tesis para calcular las afinidades relativas de nuestros oligosacaridos.

Estos ensayos de tipo competitivo presentan una serie de ventajas: se llevan a cabo en
disolucién, usando una etiqueta fluorescente Unica que evita el uso de radiois6topos; no
requieren ningin paso de filtracion o separacion de ligando unido y libre; y se puede
trabajar a volimenes bajos (del orden de 10 pL) haciéndolo muy util en cribados de alto
rendimiento.[*®] Estos experimentos se realizan utilizando microplacas de titulacion que
contienen diferentes ndmeros de pocillos, desde 96 hasta 1536. Ademas, existen
diferentes tipos de compuestos que pueden usarse como etiquetas fluorescentes, siempre
que sus maximos de absorcion y emisién coincidan con las longitudes de onda de los
filtros polarizados empleados en la técnica.

Para elegir el fluor6foro o marcador fluorescente, algunos parametros clave son el
rendimiento cuéntico y el tiempo de vida Util del estado excitado por fluorescencia. Asi,
los fluoréforos con un tiempo de vida de 4 ns, como la fluoresceina y rodaminas,
proporcionan una buena medicion de FP entre ligandos pequefios y proteinas de pesos
moleculares mayores a 10 kDa. La fluoresceina ha sido la etiqueta fluorescente mas
comunmente utilizada para este tipo de experimentos de competicion, y en casi todos los
lectores de placas se instalan filtros adecuados para sus longitudes de onda de excitacion
y emision.[%

57



Metodologia

» Eleccion de la sonda fluorescente

En los ensayos de FP, se tienen que tener en cuenta ciertos requisitos para escoger una
sonda fluorescente adecuada. En primer lugar, ésta debe presentar una alta afinidad por
la proteina que se quiere estudiar. Por lo tanto, es necesario realizar una medicion de esta
interaccion sonda fluorescente-proteina. Para ello se afiaden concentraciones crecientes
de proteina sobre una concentracion constante de sonda y, a traves de su representacion
gréfica, se calcula la correspondiente constante de disociacion Kp.®® Las curvas son
analizadas como isotermas de Langmuir, asumiendo que el sistema alcanza el equilibrio
durante la incubacion (ver Figura 2.19):

_APmax-X
T Kp+X

1P ImP
s

K, =44 +5nM

0 300 600
Midkine concentration/nM

Figura 2.19. Representacion grdfica de la variacion de polarizacion (AP) frente a la concentracion de
proteina (Midkina) ajustando la curva a un modelo de interaccion 1:1.[1%0

Cada punto en la curva representa la medicién de FP de cada pocillo. A concentraciones
muy bajas de proteina la sonda fluorescente (ligando) permanece libre mientras que, a
concentraciones mas altas, todo el ligando se encuentra formando parte del complejo. El
valor de la constante termodindmica Ko se corresponde con la concentracién de proteina
en la que el 50% del ligando estéa libre y el otro 50% esta formando parte del complejo.

La expresion para el calculo de Kp viene dada por la cinética de una reaccion bimolecular
reversible entre un ligando (L) y la proteina (P) para dar lugar al complejo (LP):[01

K

a

L+P LP

Ks

Esta formacion del complejo puede expresarse en términos de velocidad (ecuacion 3.8):

%”] = Ke[L][P] - Ko[LP] (3.8)

Si se sustituye la concentracion de ligando libre [L] por la diferencia entre la cantidad de
ligando inicial [Lo] y la que se encuentra unido formando el complejo, [LP], tenemos la
ecuacion 3.9:

L = Ka[P]([Lo]-[LP]) - Kb[LP] (3.9)
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Por tanto, teniendo en cuenta que cuando se alcanza el equilibrio d[LP]/dt =0y Kp =
Kb/Ka, y que la concentracion del complejo es proporcional al incremento de polarizacion
(AP), se establece (ecuacion 4.0):

Ka[P](APmax - AP) - KbAP = 0 (4.0)

Desde esta ecuacion se ha deducido la expresién matematica representada en la Figura
2.19 para calcular la Kp del complejo ligando fluorescente-proteina.

» Experimento de competicién de FP

Una vez que tenemos una adecuada sonda fluorescente, capaz de unirse a la proteina en
estudio, pueden desarrollarse experimentos de competicién para calcular las afinidades
relativas de cualquier molécula no fluorescente. En este ensayo competitivo (Figura 2.20)
se analiza la capacidad de un ligando (A) para interaccionar con una proteina que
previamente se ha incubado con una sonda fluorescente (B). La cantidad de complejo
existente entre la sonda fluorescente y la proteina se va midiendo al registrar la sefial de
polarizacién de pocillos que contienen concentraciones fijas de ambos, pero crecientes de
ligando competidor A.[1%1 S se produce el desplazamiento de la sonda por el competidor
(A), se observarad una disminucién en el valor de FP, que corresponde ahora al de una
molécula fluorescente de bajo peso molecular (ver Figura 2.20):

Protein:Ligand Protein:Competitor

Complex B Non-fluorescent Displaced Fluorescent Complex A
Competitor Ligand
o
Pe) O
] — + N
Protein A B
Low Polarization

High Polarization

Figura 2.20. Representacion esquemdtica para un ensayo de tipo competitivo. La intensidad de
polarizacion se ve afectada tras el desplazamiento de la sonda fluorescente unida a una proteina por un
competidor activo.[0%
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Estudio estructural de GAGs mediante RMN y célculos de Dindmica Molecular

3.1 Antecedentes

Como se ha explicado en el Capitulo 1, muchos GAGs pueden presentar funciones
bioldgicas especificas dependiendo de la estructura y longitud de sus cadenas. Su
actividad funcional depende estrechamente de sus caracteristicas estructurales, como la
secuencia primaria y el mayor o menor grado de sulfatacion, que les va a permitir unirse
a moléculas como los factores de crecimiento. En general, se ha demostrado que cuanto
mas larga es la cadena de azucar la interaccién mejora considerablemente, favoreciendo
un mejor reconocimiento y actividad neuronal .l

Nuestro grupo de investigacion se puso como objetivo sintetizar una serie de miméticos
de CS, en los que se sustituian los grupos CO; por grupos CH20H, reemplazando por
tanto las unidades de GIcA por Glcl?. Este cambio facilitaba en buena medida la
preparacién de estas moléculas. En este trabajo nos centraremos en estudiar una familia
de tetrasacaridos y pentasacaridos que presentan una secuencia alterna de B-D glucosa y
B-D galactosamina N-acetilada (ver Figura 1.14, Capitulo 1).

En cuanto al grado de sulfatacion, se prepararon oligosacaridos miméticos de CS de tipo
E, que se sabe que interacciona con MK y PTN.E! También se consideraron en nuestro
estudio intermedios sintéticos con diversos patrones de sustitucion de distintos grupos
protectores, ya que resultados previos de nuestro grupo indicaban que este tipo de
derivados pueden interaccionar fuertemente con nuestras proteinas objetivo MK y PTN.H!
Los azlcares completamente protegidos (3 y 6) presentan, en las unidades de N-
acetilgalactosamina un grupo CFs sustituyendo el CHs del acetilo de la posicion 2, y en
el extremo no reductor un residuo Lev situado en la posicion 3, ademas de grupos Piv en
las posiciones 6 de los anillos de glucosa (grupos COR'Y, R'"'y R", Figura 1.14 del
Capitulo 1). En primer lugar, se van a discutir los resultados estructurales teoricos
obtenidos tanto para la serie pentasacaridica como tetrasacaridica en su forma libre,
contrastandose posteriormente estos resultados con los datos experimentales obtenidos
por técnicas de RMN.

Los analisis conformacionales tedricos de los miméticos se han llevado a cabo mediante
calculos de mecanica y dindmica molecular utilizando como campo de fuerzas
GLYCAMO06 dentro del programa AMBER.P! Se procedié al estudio, no sélo de los
oligosacaridos miméticos finales 1 y 4, sino también de los compuestos precursores 2, 3,
5y 6. Trabajos previos en el grupo de investigacion habian parametrizado los residuos
Bn, Bz, Piv y Lev empleando el servidor web R.E.D.I! Estos datos se utilizaron en esta
Tesis junto a la parametrizacion del grupo CFs que fue necesario realizar; de esta manera
se obtendrian los archivos de topologia. Cabe afiadir que, para poder llevar a cabo este
calculo, fue necesario construir previamente tanto el ligando como cada residuo en el
programa MAESTRO, generando archivos PDB de cada uno de ellos. Con la idea de
simplificar los célculos de las simulaciones, se sustituy6 el grupo 4-metoxifenilo (MP)
por un isopropilo que se encontraba parametrizado en trabajos anteriores del grupol™. Se
considero que el comportamiento estructural de la cadena sacaridica no se veria muy
afectado por este grupo protector del extremo reductor. Ademas, el residuo de isopropilo,
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al ser un alcohol secundario en el terminal reductor, imita mejor la estructura del
polisacarido natural y, por ello, se trabaj6 con él en vez de con MP.

A continuacion, los archivos de topologia y coordenadas creados se utilizaron como
inputs de nuestra dindmica molecular, que consta de varias etapas de diferente duracion
con una previa minimizacién del sistema y la caja de agua (ver seccion 3.5). Para aquellos
ligandos que mostraron distorsiones en los anillos, se realizé una dinamica molecular méas
corta con restricciones promediadas en el tiempo (MD-TAR) utilizando las distancias
experimentales obtenidas de los espectros NOESY €l

3.2 Pentasacaridos

Comenzaremos describiendo el analisis estructural Ilevado a cabo en los pentasacaridos,
todos ellos miméticos de CS de tipo E con una secuencia alternada de residuos de GaINAc
y Glc. Se describird primero el ligando desprotegido 1, siguiéndole el derivado 2
parcialmente sustituido con grupos bencilos en la posicion 3 de los anillos de Glc v,
finalmente, el producto completamente protegido 3. Para todos ellos se llevaron a cabo
estudios cuantitativos de dinamicas moleculares (en algunos casos con restricciones)
donde se determinaron aquellas conformaciones energéticamente favorables a lo largo
del tiempo, se calcularon las correspondientes constantes de acoplamiento y se obtuvieron
valores de las distancias interproténicas y angulos diedros que se compararon con los
valores 6N°F obtenidos de los estudios experimentales de RMN.

Estos experimentos pudieron llevarse a cabo en todos los ligandos libres, aunque el
analisis del pentasacarido persustituido 3 por RMN se vio dificultado debido al fuerte
solapamiento de sefiales que obstaculizé la medida de restricciones experimentales.

3.2.1 Pentasacérido 1

La estructura del mimético de CS representado en la Figura 3.1, consiste en una secuencia
tipo E que contiene GalNAc tanto en el extremo reductor como en el no reductor,
alternada con residuos de Glc. Muestra 6 grupos SOs™ y ningun hidroxilo protegido (salvo
el anomérico).
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Figura 3.1. Pentasacarido 1 desprotegido de secuencia CS tipo E.
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Para el estudio estructural tedrico de este ligando libre se llevo a cabo, en primer lugar,
una dindmica molecular de 500 ns, donde se analizaron las coordenadas de puckering de
los archivos de las trayectorias generadas para esclarecer las conformaciones presentes
en cada anillo de azucar. En la Figura 3.2 se observan las coordenadas de puckering de
todos ellos a lo largo de toda la simulacion.
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Figura 3.2. Gréficas de Cremer-Pople para el pentasacarido 1.

Siguiendo el modelo de las coordenadas de la esfera de Cremer-Pople, un angulo 6
cercano a 0° queda situado en el polo norte de la esfera de Cremer, indicando una
conformacién mayoritaria *C1. En base a esto, se establece que durante toda la trayectoria
los anillos mantienen esencialmente esta Unica conformacion, tanto los residuos de Glc
como los de GalNAc.

A continuacién, se compararon los resultados cuantitativos obtenidos de los experimentos
de RMN con los calculados durante la trayectoria de la dindmica molecular. Se calcularon
las distancias interproténicas comprendidas entre las parejas de hidrogénos Hi-Hs, Hi-
Hs, Hs-Hs de todos los anillos y las interglicosidicas H1-H4 o H1-H3 (véase Tabla 3.1).

Las distancias experimentales proceden de los valores 6N°F medidos a 300K. Estos se
obtienen de la curva ajustada a una ecuacion exponencial de la velocidad inicial del
crecimiento del NOE en funcion del tiempo de mezcla (véase punto 3.5.3).
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Cabe destacar que se tuvieron ciertas dificultades para el calculo de las distancias
experimentales debido al solapamiento de las sefiales en los espectros de RMN, lo que
impidi6 la medida de algunas de ellas, como se explicard mas detalladamente en el punto
3.4 de este capitulo.

1 1
RMN MD
600 MHz | 500 ns

A H1H3 2.4 2.6
A H1H5 2.8 2.6
A H3H5 25
Interg. BH1-AH3 2.2 24
B H1H3 2.8 2.8
B H1H5 25 25
B H3H5 2.7
Interg.CH1-BH4 2.6 2.3
CH1H3 2.9 2.7
C H1H5 25 2.6
CH3H5 25
Interg.DH1-CH3 2.6 25
D H1H3 2.6 2.8
D H1H5 2.8 25
D H3H5 2.7
Interg.EH1-DH4 2.3
E H1H3 2.7
E H1H5 2.6
E H3H5 2.5

Tabla 3.1. Distancias experimentales (NOESY, RMN) medidas a 600 MHz y tedricas (MD sin
restricciones) para el pentasacarido 1 medidas a 300 K.

En la Tabla 3.1 se puede observar que, tanto las distancias experimentales intraanulares
que pudieron medirse como las tedricas calculadas a lo largo de las trayectorias
promediadas en <r®>[El presentan un valor promedio de 2.5 A corroborando una
conformacidn “C1 para los anillos (a excepcion del azticar E debido a la falta de resultados
experimentales concluyentes).

Las constantes de acoplamiento 3JuH promedio, obtenidas de la trayectoria de la dindmica
molecular, han sido calculadas a través de la ecuacion de Altonal® y se han contrastado
con las extraidas experimentalmente de los espectros *H-RMN (Tabla 3.2). Estos valores
coinciden tanto para los anillos de GaINAc A, C, E como para los de Glc B y D. Con los
resultados analizados hasta ahora, no se ha observado ningin cambio de conformacion en
las dinamicas, por lo que se puede corroborar que estos valores estan de acuerdo con las
conformaciones “C1 deducidas.
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3J1H exp. NI
RMN MD
600 MHz | 500 ns

A1A2 8.5 8.2
A2A3 11.7 10.6
A3A4 3.0 2.5
A4A5 1.4 1.2
B1B2 7.9 7.3
B2B3 8.6 8.6
B3B4 9.2 8.7
B4B5 9.5 10.2
c1c2 8.1 8.1
C2C3 10.5 10.6
C3c4 2.5 2.5
C4C5 1.2
D1D2 7.7 7.6
D2D3 9.1 9.4
D3D4 9.5 9.2
D4D5 9.3 9.6
E1E2 8.4 8.2
E2E3 10.8 10.4
E3E4 3.0 2.8
E4ES5 1.3

Tabla 3.2. 3Jun (en Hz) experimentales medidas a 600 MHz y teéricas (MD sin restricciones) para el
pentasacérido 1 medidas a 300 K.

Como se ha explicado en el Capitulo 1, los GAGs presentan una disposicion lineal y
mayormente rigida, debido a la presencia de grupos cargados, ya que la repulsion
electrostatica entre ellos favorece una orientacion syn del angulo y de los enlaces
interglicosidicos. Si eliminamos estos grupos, la disminucion de las cargas favoreceria el
giro de estos angulos diedro, aumentando asi la flexibilidad del enlace.

Para estudiar esta flexibilidad conformacional de forma tedrica, se han representado en la
Figura 3.3 los mapas de distribucion de poblacién de los &ngulos (¢, ) obtenidos en la
dindmica. Para las cuatro uniones interglicosidicas se repite un patron conformacional en
donde, por un lado, el angulo vy, que representa la mayor o menor flexibilidad del enlace,
fluctta entre -60° y 60°, aunque unos pocos frames en las uniones AB y CD muestran una
amplitud hasta 90°. En el caso del angulo ¢, se observa en su mayor parte una oscilacion
entre 0° y 60° y en mucha menor proporcién un subminimo de poblacion que llega a
alcanzar un valor de -60°, que no cumpliria el efecto exoanomérico. A pesar de esto, se
puede concluir que todas las uniones presentan principalmente una orientacion syn-y/exo-
¢. Los resultados del pentasacarido 1 estan de acuerdo con los obtenidos previamente en
nuestro grupo usando oligosacaridos naturales de CS tipo E.F
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Este hecho confirma que derivados como 1 pueden considerarse como miméticos
estructurales de las secuencias naturales.
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Figura 3.3. Trayectorias (¢, ) obtenidas de la dinamica molecular libre de 500 ns para el pentasacdrido
1.

3.2.2 Pentasacarido 2

La estructura del mimético de CS parcialmente sustituido representado en la Figura 3.4
es similar al anterior, diferencidndose Unicamente en la presencia de grupos bencilos en
las posiciones 3 de los residuos de Glc, aumentando asi la hidrofobicidad del
pentasacarido.
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Figura 3.4. Pentasacarido 2 de secuencia CS tipo E con grupos bencilos.

Como este mimético contiene sustituyentes mas voluminosos que los que presentaba el
compuesto anterior, se decidié hacer una dindmica molecular por partes, dividiendo el
calculo en 50 ns hasta un total de 500 ns, chequeando cada una de ellas.
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Cada etapa se lanz6 consecutivamente, de manera que las coordenadas finales de una eran
el archivo de entrada de la siguiente. Se observo en el cbmputo de todos los frames, una
distorsion del anillo de glucosa D (Figura 3.5):

Figura 3.5. Representacién de la distorsién observada en el anillo D del pentasacarido 2.

Esta deformidad se observa también en la Figura 6, donde se han representado las
coordenadas de puckering para la Gltima etapa de 50 ns en el anillo D. En la Figura 6A
esta glucosa presenta un angulo 6 = 90°, situado en el ecuador de la esfera de Cremer-
Pople donde se encuentran todas las conformaciones de bote posibles (siguiendo el
modelo de la esfera de Cremer comentado en el Capitulo 1). Para conocer qué tipo de
distorsion presenta el anillo D, se representd su correspondiente angulo ¢ para ese valor
de 6, y tal y como se observa en la Figura 3.6, ¢ presenta valores entre 330°-350° lo que
equivaldria a una conformacion tipo bote °S. Se puede apreciar también, en mucha menor
proporciodn, que ¢ también adquiere un valor de 0° que corresponde a una conformacion
S’OB.

En el resto de azlcares se puede observar que las GaINAc A, Cy E y la Glc B presentan
el mismo comportamiento conformacional con un angulo 6=30° proximo a 0°, esperable
para este tipo de anillos con conformacion de silla “C1 (Figura 6B).
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Figura 3.6. (A) A la izquierda, grafica de Cremer-Popple para el angulo @ del anillo D y a la derecha
superposicion de este angulo con ¢ para determinar el tipo de distorsién del azicar; (B) gréafica de la
representacion de la frecuencia relativa de 6 para todos los anillos del compuesto 2. En los dos casos son
resultados procedentes de la Ultima etapa de 50 ns para una dindmica total de 500 ns sin restricciones.

Debido a esta distorsién, se decidié lanzar una dindmica con restricciones promediadas
en el tiempo (MD-TAR), utilizando las distancias experimentales para las parejas de
hidrégenos Hi-Hs, Hi-Hs y Hs-Hs de este anillo obtenidas por la técnica NOESY de RMN
(ver apartado 3.4). Primeramente, se lanz6 una simulacion con una duracion de 8 ns, pero
como no se consiguio subsanar dicha distorsion, se probd a aumentar el tiempo de calculo
de la dinamica. Asi, se decidi6 llevar a cabo una simulacién de 50 ns, que no suponia
demasiado gasto computacional, y finalmente se consiguid corregir la conformacion del
anillo tal y como se puede observar en la Figura 3.7:

Figura 3.7. Representacion de la correccion del anillo D en el pentasacarido 2 (MD-TAR de 50 ns).

En la Figura 3.8 se puede observar que el azicar D adopta ahora la conformacion
esperada, presentando valores de 0 correspondientes a una conformacion “Ci.
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Figura 3.8. Representacion de las coordenadas de Cremer-Pople (6) para los 5 anillos del pentasacérido
2 procedentes de los calculos de dindmica molecular TAR con restricciones.

Sobre la trayectoria de esta dindmica se midieron los angulos de todos los enlaces
interglicosidicos. Como se puede observar en la Figura 3.9, hay presencia de subminimos
para las uniones GalNAc A-Glc B y GalNAc C-Glc C tanto en el angulo y como ¢.
Aunque estas pequefias poblaciones se extienden en valores de angulo ¢ cercanos a -60°
incumpliendo el efecto exoanomérico, sus proporciones son tan bajas que es
practicamente despreciable. Por lo tanto, estas poblaciones de minima energia no afectan
a lageometria mayoritaria del enlace, que se encuentra en orientacion syn-y/exo-¢ al igual
que los demas.
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Figura 3.9. Trayectorias (¢, w) obtenidas de la dindmica molecular (con restricciones) para el
pentasacérido 2.

Las distancias interprotonicas intraanulares H1-H3, H1- H5, H3-H5 y las interglicosidicas
H1-H4 y H1-H3 tedricas de los anillos se comparan con las obtenidas experimentalmente
por RMN en la Tabla 3.3. En ella se observa que, las distancias H1-H3 y H3-H5 obtenidas
de la dindmica sin restricciones para la Glc D son inusualmente grandes para lo que se
esperaria en un anillo que tiene una conformacién “Ci. Esto se podria explicar por la
distorsion de la silla tras introducir los anillos bencilicos que tienden a situarse en el plano
central de la misma como sugiere el analisis de 3Jun. Tras realizar la MD-TAR con los
datos experimentales medidos en los espectros de RMN, conseguimos reestablecer las
distancias interprotonicas esperadas en el anillo D, corrigiendo su distorsion y obteniendo
valores promedio cercanos a 2.5 A similares al resto de anillos. En esta ocasion se
pudieron medir la mayoria de las distancias experimentales del pentasacarido, por lo que
se pudo concluir sin ninguna duda que ambos resultados, tedricos y experimentales, se
apoyaban entre si.

2 2 2

RMN MD MD-TAR

600 500 ns 50 ns

MHz
A H1H3 2.6 2.7 2.7
A H1H5 2.7 24 2.5
A H3H5 2.6 25 24
Interg.BH1-AH3 24 25 2.4
B H1H3 2.7 2.8 2.7
B H1H5 24 24 24
B H3H5 25 2.6 2.6
Interg.CH1-BH4 2.6 24 2.5
CH1H3 2.8 2.7 2.7
C H1H5 2.6 24 25
C H3H5 2.6 2.6
Interg.DH1-CH3 2.3 2.2 2.4

Tabla 3.3. Distancias experimentales (NOESY) medidas a 600MHz, y teéricas a 300 K (MD con y sin
restricciones) para el pentasacarido 2.
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2 2 2

RMN MD MD-TAR

600 500 ns 50 ns

MHz
D H1H3 2.8 4.2 2.7
D H1H5 2.4 2.6 2.5
D H3H5 2.9 3.9 2.6
Interg.EH1-DH4 2.3 2.3 2.4
E H1H3 2.5 2.6 2.7
E H1H5 2.7 25 2.6
E H3H5 25 2.6

Tabla 3.3. Continuacion.

Con respecto a las constantes de acoplamiento se obtuvieron menos valores
experimentales que para el ligando 1 ya que la presencia de los grupos aromaticos
aumenta el solapamiento en el espectro de RMN y las mediciones de algunas sefiales se
vieron afectadas.

Del mismo modo que en el analisis anterior, los valores de 3Jun calculados para la
dindmica sin restricciones reflejan discrepancias en la glucosa D. Este residuo presenta
constantes de acoplamiento calculadas mucho mas pequefias a las esperadas para este tipo
de azlcares y a las experimentales. En la MD-TAR, estos valores se corrigen y se obtienen
constantes de acoplamiento correspondientes a una conformacion “Ci. En el resto de los
anillos los valores respaldan este mismo tipo de conformacion “Ci, como se puede
observar en la Tabla 3.4.

3JuH exp. 3JHH NI
RMN MD MD-TAR

600 MHz | 500 ns 50 ns
A1A2 8.9 8.5 8.5
A2A3 11.0 104 10.5
A3A4 2.9 2.7 2.7
A4A5 1.0 1.0
B1B2 8.0 7.5 7.5
B2B3 8.9 9.6 9.3
B3B4 9.1 9.1 9.0
B4B5 7.8 9.7 9.8
cic2 8.2 8.5 8.5
Cc2C3 10.5 104
Cc3ca 2.7 2.8 2.8
C4cs 11 11

Tabla 3.4. 3Jun experimentales medidas a 600 MHz. y tedricas a 298 K (MD con y sin restricciones) del
pentasacarido 2.
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3JHH exp. 8JhH 3JhH
RMN MD MD-TAR

600 MHz | 500 ns 50 ns
D1D2 7.8 15 7.6
D2D3 34 94
D3D4 9.2 1.7 9.2
D4D5 6.1 9.7
E1E2 8.3 8.5 8.5
E2E3 10.4 10.5
E3E4 3.0 2.9 3.2
E4E5 1.2 14

Tabla 3.4. Continuacion.

3.2.3 Pentasacarido 3

El mimético de CS persustituido representado en la Figura 3.10, presenta todos los
hidroxilos protegidos por diferentes grupos protectores, véase benzoilos, bencilos,
pivaloilos y levulino, lo que le proporciona mayor hidrofobicidad que los pentasacaridos
anteriores.

0S0;’ 0S0;’

0S0;"
0380 PivO 0380 PivO 0380

Figura 3.10. Pentasacarido 3 de secuencia CS tipo E persustituido.

Como el pentasacarido 3 presenta en su estructura mas grupos protectores, y tras haber
observado en el compuesto 2 distorsiones en cada una de las etapas de simulacion de 50
ns para un total de 150 ns, se decidio ampliar el tiempo de calculo a 250 ns. De esta forma
se podria ir chequeando de la misma manera que antes, cada etapa de simulacién. Los
resultados que se obtuvieron indicaron que este pentasacarido, sorprendentemente, no
mostraba apenas distorsiones a lo largo de todos los frames por lo que, sin necesidad de
restricciones ajenas al campo de fuerzas, se procedio a analizar sus trayectorias finales.

A continuacion, en la Figura 3.11, se muestran las coordenadas de Cremer-Pople, donde
se puede observar que, a lo largo de toda la dindmica, los azlcares presentan la
conformacion esperada *C1, ya que el angulo 0 se mantiene cercano a 0.
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Figura 3.11. Representacion de las coordenadas de Cremer-Pople para los 5 anillos del pentasacarido
3 procedentes de los célculos de dinamica molecular de 250 ns.

Los célculos de las distancias interprotonicas solo fueron posibles a nivel tedrico. A pesar
de que el compuesto pentasacaridico pudo disolverse en el buffer acuoso, las sefiales que
se obtuvieron en el espectro de NOESY presentaron un fuerte solapamiento para ser
cuantificadas, lo que impidid la determinacion de los valores experimentales (ver
apartado 3.4 del capitulo). Las distancias tedricas con un valor promedio de 2.5 A apoyan
las conformaciones “C1 para todos los residuos de aztcar (Tabla 3.5):

3
MD
250 ns

A H1H3 2.6
A H1H5 25
A H3H5 2.5
Interg.BH1-AH3 2.4
B H1H3 2.7
B H1H5 2.5
B H3H5 25
Interg.CH1-BH4 2.4

Tabla 3.5. Distancias tedricas (MD sin restricciones) para el pentasacarido 3 medidas a 300 K.
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3
MD
250 ns

CH1H3 2.6
CH1H5 2.6
CH3H5 25
Interg.DH1-CH3 2.4
D H1H3 2.7
D H1H5 25
D H3H5 2.6
Interg.EH1-DH4 2.4
E H1H3 25
E H1H5 25
E H3H5 25

Tabla 3.5. Continuacion.

En cambio, si fue posible determinar algunos valores experimentales de 3JuH, aunque en
menor numero que en los pentasacaridos anteriores debido al solapamiento que presentan
las sefiales en el espectro de 'H-NMR por la presencia de mas sustituyentes en su
estructura (Figura 3.12):

b
J“‘M_JVUFJ’\J‘QM‘JVU"hN \«J'Ikw"\__k.,‘ l\.__..u.u

50 as a0 38 0

Figura 3.12. Espectro de 'H-NMR para el pentasacarido 3.

Al comparar las 3JuH promedio obtenidas de la trayectoria final de la dinamica con las
experimentales, se corroboré experimentalmente la prevalencia de la conformacion C:
canodnica para los residuos de GalNAc de los anillos A, Cy E, y para los de tipo Glc By
D (Tabla 3.6).
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3JHH exp. 3JHH
RMN MD
600 MHz | 250 ns

A1A2 8.4 8.5
A2A3 10.7 10.5
A3A4 2.7
A4A5 1.0
B1B2 7.5
B2B3 8.9 9.3
B3B4 9.0 9.0
B4B5 9.8
ci1c2 8.0 8.5
C2C3 104
Cc3Cc4 25 2.8
C4C5 11
D1D2 7.6
D2D3 8.5 9.4
D3D4 9.2
D4D5 8.0 9.7
E1E2 8.5 8.5
E2E3 10.9 10.5
E3E4 3.2
E4ES 14

Tabla 3.6. 3Jun (en Hz) experimentales medidas a 600 MHz y tedricas (MD sin restricciones) para el
pentasacérido 3 medidas a 300 K.

Los mapas (y, ¢) obtenidos de las coordenadas de la dindmica muestran el
comportamiento conformacional de las uniones interglicosidicas, reflejando todas ellas
una conformacion tipo syn-y (Figura 3.13). Cabe destacar que las uniones GalNAc A-
Glc B y GalNAc C-Glc D muestran una mayor flexibilidad con valores de y entre -60° y
60°. En definitiva, la presencia de un mayor nimero de grupos protectores en el
compuesto 3 no provoca un cambio significativo en la conformacion del enlace
interglicosidico.
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Figura 3.13. Trayectorias (¢, w) obtenidas de la dinamica molecular para el pentasacérido 3.

3.3 Tetrasacaridos

Siguiendo el esquema de trabajo de los pentasacaridos, se van a exponer a continuacion
los resultados obtenidos del estudio estructural de los compuestos tetrasacaridicos. Estos
productos son, de nuevo, derivados de CS de tipo E que presentan una secuencia alternada
con residuos de GalNAc y Glc, pero con una unidad monosacaridica menos. Se
comenzara describiendo el ligando que no presenta grupos protectores y se continuara en
orden creciente de sustitucion en el azUcar.

De igual manera que los compuestos anteriores, se realizaron primeramente simulaciones
moleculares (aplicando restricciones cuando fue necesario), calculando los valores
promedio de las constantes de acoplamiento, distancias interprotonicas y angulos diedros
de las trayectorias finales, confrontandolos con los resultados extraidos de los espectros
de NOESY y 'H-RMN.

3.3.1 Tetrasacérido 4

La estructura de este mimético de CS de tipo E, representada en la Figura 3.14, es
homologa a la del pentasacarido 1, pero presentando una unidad menos de GalNAc en el
terminal reductor. EI compuesto posee cuatro grupos SOz"y ningun grupo protector sobre
los hidroxilos (salvo el anomérico).

N -OMP

(815

Figura 3.14. Tetrasacarido 4 de secuencia CS tipo E.
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Del mismo modo que en el pentasacarido 1, se realizaron los diferentes célculos sobre la
trayectoria final de la simulacién molecular de 500 ns.

El andlisis de las coordenadas de plegamiento indica que todos los anillos presentan la
conformacidn candnica de tipo silla *C1 con valores esperados de 0 entre 0°-30° para los
residuos de GalNAc y Glc (Figura 15):

180 4 180 5

[A B

135 - 136 4

45 454

0 79000 152000 237000 316000 395000 474000 0 79000 158000 237000 316000 395000 474000
t (ps) tips)

180 4 180 4
135 4 135 |

“— 60 90 -

8 ()

454 454

1] 79000 158000 237000 316000 395000 474000 1] 79000 158000 237000 316000 385000 474000
t(ps) t(ps)

Figura 15. Gréficas de Cremer-Pople para el tetrasacéarido 4.

Estos resultados se corroboraron con los valores de las distancias interprotdnicas
intraanulares, las cuédles no mostraron distorsion en ninguno de los anillos. Estas
distancias estaban de acuerdo con las obtenidas en el experimento de NOESY, con valores
promedios de 2.5 A’ y las constantes de acoplamiento obtenidas experimentalmente
también respaldaban las 3Ju+ calculadas en la simulacion de MD (Tablas 3.7 y 3.8):
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4 4
RMN MD
600 MHz | 500 ns

A H1H3 2.8 2.8
A H1H5 2.4 2.5
AH3H5 2.7
Interg.BH1-AH4 2.4 2.4
B H1H3 25 2.7
B H1H5 2.9 2.6
B H3H5 2.6 25
Interg.CH1-BH3 2.3 2.4
CH1H3 2.8 2.8
C H1H5 25 25
CH3H5 2.7
Interg.DH1-CH4 25 2.8
D H1H3 2.7 2.7
D H1H5 2.6 2.6
D H3H5 2.6 25

Tabla 3.7. Distancias experimentales (NOESY) y tedricas (MD sin restricciones) para el tetrasacarido 4
medidas a 300 K.

3JHH exp. 8JhH
RMN MD
600 MHz | 500 ns
A1A2 8.4 7.3
A2A3 10.7 8.6
A3A4 8.6
A4AS5 10.2
B1B2 8.2
B2B3 8.9 10.6
B3B4 3.1 2.7
B4B5 2.0
C1C2 8.0 7.3
C2C3 8.6
C3C4 8.4 8.6
C4AC5 10.1
D1D2 8.2
D2D3 8.5 10.3
D3D4 2.7
D4D5 2.9 19

Tabla 3.8. 2Junexperimentales medidas a 600 MHz y teéricas (MD sin restricciones) para el tetrasacarido
4 medidas a 300 K.

Como se ha comentado anteriormente, la flexibilidad conformacional del enlace
interglicosidico puede verse afectada por la presencia de cargas negativas en la molécula
debido a las repulsiones electrostéticas entre los grupos, que confieren rigidez a los
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enlaces. En base a esto, al presentar los tetrasacaridos dos grupos sulfatos menos que la
serie pentasacaridica, se esperaba que existiera una menor rigidez en los angulos
glicosidicos y (Figura 3.16), aunque se puede pensar que al presentar éstos un enlace
interglicosidico mas, el efecto de las cargas podria repartirse en mayor grado confiriendo
al azucar cierta flexibilidad.
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Figura 3.16. Trayectorias (¢, w) obtenidas de la dindmica molecular para el tetrasacdrido 4.

En los tres mapas de poblacion podemos observar que el angulo y flucttia entre -60° y 30°
para los enlaces AB y CD, indicando cierta flexibilidad, mientras que la unién GalNAc
B-Glc C muestra una mayor flexibilidad, llegando a alcanzar angulos y de hasta 60°. Por
otro lado, el angulo ¢ muestra una poblacién mayoritaria entre 0°-60° con un subminimo,
muy poco significativo, en torno a -60° que incumple el efecto exoanomérico. A pesar de
estas apreciaciones, el compuesto 4 presenta una geometria tipo syn-y/exo-¢
predominante en todos los anillos. Estos resultados coinciden con los obtenidos para el
pentasacarido 1.

3.3.2 Tetrasacarido 5

El siguiente compuesto que estudiamos fue el mimético tetrasacaridico 5, representado
en la Figura 3.17, que esta dibencilado en las posiciones 3 de los residuos de glucosa,
aumentando asi la hidrofobicidad del glicosaminoglicano con respecto al ligando 4.
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Figura 3.17. Tetrasacarido 5 de secuencia CS tipo E, sustituido con grupos bencilo en la posicién 3 de
las unidades de Glc.

Para este tetrasacarido se Ilevo a cabo una dindmica molecular de 250 ns ya que, en el
caso de su homologo (pentasacarido 2), con una simulacion de 150 ns se observaron
distorsiones en algunos de los anillos. Por tanto, la idea inicial era alargar el tiempo de
calculo para ver si podian corregirse las distorsiones, sin necesidad de recurrir a una MD-
TAR.

Figura 3.18. Representacion de la distorsion en el anillo C del compuesto 5 para la dindmica libre de
250 ns.

Como se puede observar en la Figura 3.18 y en las graficas de Cremer-Pople de la Figura
3.19A, la glucosa C, a excepcidn de los primeros frames, presenta una distorsion, al igual
que ocurria en el compuesto 2, con valores de angulo 6 de 90° y, en menor medida, de
180°. En esa misma Figura 3.19B, se muestra la superposicion de la grafica del angulo 0
con los datos del &ngulo ¢ para el anillo C. En ella puede verse que cuando estamos en el
ecuador de la esfera de Cremer-Pople (6= 90°), el angulo ¢ adquiere valores cercanos a 0
y entre 330-350°, lo que indica conformaciones de bote tipo *°B y %Sy, respectivamente.
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Figura 3.19. (A) Graficas de Cremer-Popple para todos los anillos del tetrasacarido 5. (B) Grafica de
frecuencia relativa. Todos los resultados proceden de la dinamica molecular de 250 ns sin restricciones.

A excepcion del anillo C, los demas residuos presentan una conformacion “C1 por su valor
del angulo 6 entre 0°-30°. Para intentar corregir la distorsion del anillo C, se procedio a
realizar una dinamica TAR utilizando las distancias experimentales medidas en NOESY
(Figura 3.20).
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Figura 3.20. Representacion de la correccidn del anillo C del compuesto 5 en la MD-TAR de 8 ns.

Una duracidn para la simulacion de 8 ns fue suficiente para que se corrigiese la distorsion
del anillo. Como se puede observar en la Figura 3.21, todos los azUcares presentaban
ahora el mismo valor de 0 correspondiente a una conformacion de silla *Ca.
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Figura 3.21. Graficas de Cremer-Popple para el tetrasacarido 5 de la MD-TAR.

Sobre estas mismas coordenadas se realizd el estudio de los angulos de torsion. En la
Figura 3.22 se comparan los resultados obtenidos en la dinamica libre de 250 ns y en la
MD-TAR de 8 ns.
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Figura 3.22. (A) Trayectorias (¢, w) obtenidas de la dindamica molecular libre de 250 ns para los tres
enlaces interglicosidicos del tetrasacarido 5. (B) Trayectoria (¢, y) analizada de la dinamica molecular

MD-TAR de 8ns.
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Como podemos observar en la Figura 3.22A, la grafica que corresponde al enlace
interglicosidico Glc C-GalNAc D de la dinamica libre presenta una flexibilidad mayor en
el angulo ¢ con respecto al de la MD-TAR. Este enlace presenta en la dinamica libre una
poblacion que se extiende desde 60° hasta -60°, lo que indica que en este Gltimo tramo no
se cumple el efecto exoanomérico. Al aplicar las restricciones experimentales, la
poblacion del angulo ¢ se concentra Gnicamente entre 0 'y 60°, lo que esta de acuerdo con
el efecto exoanomérico (Figura 3.22B). El resto de uniones glicosidicas siguen el mismo
patron, con un angulo v que oscila entre -60 y 60°. Si comparamos ambas dinamicas, con
y sin restricciones, observamos que hay mayor rigidez en los enlaces de esta ltima. De
este estudio se puede concluir que todos los enlaces glicosidicos presentan una
conformacion syn-y/exo-¢.

Siguiendo con el analisis de ambas dindmicas (con y sin restricciones), se procedieron a
calcular las distancias interprotonicas tedricas y se compararon con las medidas
experimentalmente en el espectro de NOESY (Tabla 3.9):

5 5 5
RMN MD MD-TAR

600 MHz 250 ns 8ns
A H1H3 3.1 2.7 2.7
A H1H5 2.5 2.5 2.8
A H3H5 2.6 2.8
Interg.BH1-AH4 2.4 2.6 2.7
B H1H3 3.1 2.7 2.7
B H1H5 25 25
B H3H5 25 2.5
Interg.CH1-BH3 2.6 2.3 2.5
CH1H3 2.7 40 2.7
C H1H5 2.5 2.6 2.5
CH3H5 2.6 3.9 2.7
C Interg.DH1-CH4 2.2 24 2.7
D H1H3 2.7 2.7 2.7
D H1H5 2.5 2.6 2.5
D H3H5 25 2.6

Tabla 3.9. Distancias experimentales (NOESY) y tedricas (MD con y sin restricciones) para el
tetrasacarido 5 medidas a 300 K.

A la vista de los datos de la Tabla 3.9, las distancias interproténicas Hi-Hs y Hs-Hs del
anillo C mostraban, en la dinamica libre, valores mas altos a lo esperable para un anillo
de glucosa con una conformacion “Ci. Utilizando los datos experimentales como
restricciones en la MD-TAR, conseguimos la correccion de la conformacion del anillo y
unas distancias teodricas compatibles con las experimentales, confirmando una
conformacion “Cu.
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Las constantes de acoplamiento teoricas para la simulacion sin restricciones, ademas de
respaldar la distorsion del aztcar C con valores de Ju+ muy pequefios, indicaban que el
enlace A4-A5 mostraba una constante pequefia, que no corresponde a una glucosa en
conformacion “Ci. Tras realizar la MD-TAR, ambos azlcares se corrigen, obteniendo
unos valores de 3Jn+ de Glc y GalNAc en conformacion “Ci (Tabla 3.10).

3JHH exp. 3Jhm 3Jhm
RMN MD MD-TAR

600 MHz 250 ns 8 ns
A1A2 8.4 7.0 75
A2A3 9.5 9.7 9.8
A3A4 8.9 8.9
A4A5 2.6 8.6
B1B2 8.9 8.4 8.5
B2B3 114 10.3 10.5
B3B4 2.9 2.8 2.8
B4B5 1.0 0.9
cic2 7.8 2.6 7.6
c2c3 8.0 3.6 9.6
C3c4 9.2 2.8 8.8
cacs 5.2 9.5
D1D2 8.2 8.4 8.4
D2D3 104 104
D3D4 3.0 2.9
D4D5 12 1.2

Tabla 3.10. 3Jun experimentales medidas a 600 MHz. y teéricas a 300 K (MD con y sin restricciones) del
tetrasacérido 5.

3.3.3 Tetrasacarido 6

El dltimo tetrasacarido libre objeto de estudio fue el representado en la Figura 3.23, el
mimético persustituido 6, que presenta también todos los hidroxilos protegidos por grupos
protectores, como el pentasacérido 3 descrito anteriormente.

0SO0;5° 0805’
0380 PivO "0;S0 PivO
0 o o
LevO 0 o °
o
BnO BnO OMP
NH 0Bz NH 0Bz

Figura 3.23. Tetrasacarido 6 de secuencia CS de tipo E persustituido.

El alto numero de sustituyentes complico el anélisis tanto tedrico como experimental para
este ligando. A nivel tedrico, se siguié el mismo protocolo de célculo que para su
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homologo pentasacaridico (compuesto 3). Se comenzd realizando una dinamica
molecular libre, sin restricciones, con un tiempo de céalculo largo de 250 ns que se fue
chequeando desde el principio, y en la que se observaron distorsiones en las glucosas A
y C (Figura 3.24).

Figura 3.24. Representacion de las distorsiones en los anillos Ay C del tetrasacéarido 6 para la
dinamica de 250 ns (sin restricciones).

En la Figura 3.25 se puede observar que, para el anillo A, el angulo 6 pasa de 0°-30° en
los primeros frames, lo que corresponde a una conformacion tipo silla “C1, a valores de 0
alternados entre 90° y 180°, lo que indicaria una conformacion de bote y silla !Cs
respectivamente. Para conocer mas a fondo el tipo de distorsion que esté teniendo lugar
en A, se representd una vez mas el angulo ¢ superponiéndolo con el grafico anterior. Asi,
cuando nos encontramos en el ecuador de la esfera de Cremer-Pople (valores de 6 = 90°),
los valores de ¢ son cercanos a 330° apuntando a conformaciones tipo bote torcido °So.
En cambio, cuando 6 se sitta en el polo de la esfera indicando un &ngulo de 180°, el azicar
presenta valores indeterminados para ¢. Para el azicar C la situacion es similar,
empezando con un dngulo 0 cercano a 0°, que apunta a una conformacion “C1 durante un
breve periodo de tiempo. El resto de la trayectoria permanece en un angulo 6 cercano a
90°, que indica una distorsion del anillo de tipo bote torcido °Sa.
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Figura 3.25. (A) Graficas de Cremer-Pople (dngulo 6 en negro y dngulo ¢ en gris) para los anillos A
(arriba) y C (abajo) que permiten conocer el tipo de conformacion predominante en los residuos del
compuesto 6. (B) Gréfica de la frecuencia relativa firente a 0 para todos los anillos. Los resultados proceden
de la dinamica de 250 ns sin restricciones.

A la vista de estos resultados, se decidi6 lanzar una dinamica de 8 ns con restricciones en
estos dos anillos. Debido a los problemas que se encontraron a nivel experimental (ver
punto 3.4), no se pudieron medir distancias interprotonicas a partir de los espectros de
NOESY. Por ello, en esta ocasion se usaron como restricciones los valores teéricos de su
homologo 3 (Figura 3.26).
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Figura 3.26. Representacion de la MD-TAR de 8 ns donde se pueden ver las conformaciones de los
anillos Ay C en el tetrasacarido 6.

En esta simulacidn, se pudo apreciar que ambas glucosas corrigieron su distorsion,
adquiriendo un valor de angulo 6 cercano a 0°, deduciéndose de estos resultados que todos
los anillos adoptan una conformacion canénica tipo silla “C1 (Figura 3.27).
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Figura 3.27. Gréficas de Cremer-Popple para todos los anillos del tetrasacérido 6 de la dindmica
molecular con restricciones.

Sobre las coordenadas de ambas simulaciones (250 ns y 8 ns, sin y con restricciones,
respectivamente) se realizaron los célculos de los angulos diedros para poder estudiar
cémo afectan a los enlaces interglicosidicos la presencia de tantos grupos protectores. En
la Figura 28 se han representado los mapas (y, ¢) correspondientes.
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Gle C-GalNAc D

Figura 3.28. (a) Trayectorias (¢, w) obtenidas de la dinamica molecular (sin restricciones) de 250 ns para
los tres enlaces interglicosidicos del compuesto 6 (b) abajo, la trayectoria (@, w) analizada de la dindmica
molecular de 8 ns (con restricciones) para las tres uniones.

Si comparamos ambas simulaciones (Figuras 3.28.A 'y 3.28.B), en términos generales, los
enlaces interglicosidicos en la dindmica de 250 ns muestran mayor flexibilidad con
respecto a los de la MD-TAR debido a la ausencia de restricciones. En todos los casos,
las uniones entre los azlcares mantienen una conformacion syn-y, oscilando el valor de
v entre -60° y 60° para la simulacion de 250 ns, y con una poblacion mas concentrada en
valores cercanos a 0° para la MD-TAR. Ademas en ambas simulaciones, los enlaces
cumplen el efecto exoanomérico.

Como se ha mencionado antes, no se pudieron determinar ni las distancias ni las
constantes de acoplamiento experimentales debido a que no fue posible disolver el
compuesto en el buffer acuoso utilizado para los experimentos de RMN. Por ello, a
continuacion se discutirdn tnicamente los resultados obtenidos tedricamente tanto para
las dinamicas de 250 ns como para las TAR de 8 ns (Tablas 3.11y 3.12).

6 6
MD MD-TAR

250 ns 8 ns
A H1H3 3.9 2.8
A H1H5 3.3 2.5
A H3H5 3.9 2.7
Interg.BH1-AH4 24 2.6
B H1H3 2.5 2.7
B H1H5 25 2.6
B H3H5 2.4 25
Interg.CH1-BH3 24 2.4
CH1H3 3.9 2.8
CH1H5 2.6 25
CH3H5 4.0 2.6
Interg.DH1-CH4 2.3 25

Tabla 3.11. Distancias tedricas (MD con y sin restricciones) para el tetrasacarido 6 medidas a 300 K.
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6 6
MD MD-TAR
250 ns 8 ns
D H1H3 2.5 2.7
D H1H5 2.5 2.5
D H3H5 2.5 2.5

Tabla 3.11. Continuacion.

Tal y como se ha visto hasta ahora, las distancias interprotonicas tedricas calculadas en
la dindmica sin restricciones confirman las distorsiones en las glucosas A 'y C, con valores
promedios mas altos de 2.5 A. Estas distancias mas largas se ven corregidas al incluir las
restricciones en la simulacién de 8 ns. Para las constantes de acoplamiento, se observa el
mismo comportamiento, pudiéndose confirmar Ginicamente la conformacion candnica “Cy
para los anillos de GaINAc B y D en la dindmica de 250 ns. Tras realizar la TAR, los
anillos Ay C se corrigen, adquiriendo también la conformacion esperada para un residuo
de Glc (Tabla 3.12):

3JHH 3JHH
MD MD-TAR

250 ns 8 ns
A1A2 3.2 7.8
A2A3 3.6 9.6
A3A4 3.6 8.9
A4A5 3.6 9.6
B1B2 8.4 8.2
B2B3 10.6 10.4
B3B4 2.7 2.9
B4B5 1.1 1.1
c1c2 3.6 7.8
C2C3 2.8 9.7
C3C4 3.3 9.3
C4cC5s 3.7 9.7
D1D2 8.5 8.3
D2D3 10.6 105
D3D4 3.1 3.0
D4D5 1.4 1.0

Tabla 3.12. 3Jyutedricas a 300 K (MD con y sin restricciones) del tetrasacarido 6.

3.4 Andlisis experimental mediante RMN

En paralelo a los célculos de MD descritos anteriormente, se procedié al estudio de la
estructura tridimensional de todos los oligosacaridos mediante técnicas de RMN.
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Primeramente, se realizaron experimentos monodimensionales de *H-RMN[. En la
Figura 3.29 se muestran los espectros correspondientes a la serie pentasacaridica en un
buffer 1x PBS en D20 a pH 7.8.

Cuando se aumenta la hidrofobicidad de los compuestos, al incrementar el nimero de
grupos protectores, se observa un leve ensanchamiento de las sefiales en el espectro que
se debe al incremento en el tiempo de correlacion. La utilizacion de este tampdn para la
disolucion de los ligandos se debe a que el andlisis experimental de los complejos con
proteina iba a requerir estas condiciones. Por tanto, el medio critico para facilitar la
comparacién entre ambas condiciones, que sélo se diferenciaran en la presencia o
ausencia de receptor en una concentracion muy baja (Figura 3.29).

__MJ‘,.,"JI._W = l\ Jil" MJ‘\,LLKLH}{"&“WJ\J. Jvt‘\w_.“w._

— LU U&M&MM
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Figura 3.29. Espectros monodimensionales de *H-RMN para la serie pentasacaridica. De arriba a abajo,
pentasacarido 3 (persustituido), 2 (dibencilado) y 1 (desprotegido) a 1.5 mM y 300 K (600 MHz).

Estos experimentos monodimensionales de *H-RMN se llevaron a cabo también para la
serie tetrasacaridica (Figura 3.30). En el caso de los ligandos 4 y 5, el empleo del buffer
provocé el ensanchamiento y solapamiento de las sefiales dificultando su analisis. Por lo
tanto, se llevaron a cabo los experimentos disolviendo los compuestos Unicamente en
agua pura para asi obtener unos espectros de mejor resolucion.
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Figura 3.30. Espectros monodimensionales de *H-RMN para la serie tetrasacaridica. De arriba a abajo,
tetrasacérido 6 (persustituido), 5 (dibencilado) y 4 (desprotegido) a 1.5 mM y 300 K (600 MHz), en 1 x
PBS, pH =7.8.

Como se observa en la Figura 3.30, al igual que en la serie anterior, el gran nimero de
grupos protectores en la molécula 6 provocd un importante ensanchamiento de las
sefiales. Esto puede deberse al aumento del tiempo de correlacién por la viscosidad del
medio y la agregacion del compuesto en medio acuoso, lo que genera moléculas mas
grandes, con tiempos de correlacion mas largos que originan sefiales mas anchas. Este
hecho impidié el analisis del espectro del tetrasacarido persustituido.

Una vez asignados los ligandos 1-5, se procedi¢ a calcular las distancias interprotonicas
H1-H3, H1-H5, H3-H5 de cada anillo y también las distancias interglicosidicas. Este
calculo se realizd mediante el anélisis de los espectros NOESY a distintos tiempos de
mezcla, teniendo en cuenta las areas de cada pico de cruce H-'H, las sefiales de la
diagonal y los tiempos de mezcla del experimento.

En algunos casos, no fue posible analizar todos los picos de cruce relevantes debido al
solapamiento de las sefiales, lo que dificulté su integracion. Asi, por ejemplo, en el
espectro NOESY para el ligando 1 (Figura 3.31) no fue posible analizar las sefiales H3-
H5. En cambio, si pudieron integrarse los picos de cruce H1-H3 y H1-H5, que
proporcionaron las correspondientes distancias interproténicas (Tabla 3.1) que estaban de
acuerdo con una conformacion “Ci para los anillos de Glc y GalNAc. Por otra parte, se
analizaron e integraron los picos de cruce interglicosidicos H1B-H3A, H1C-H4B y H1D-
H3C que corroboraron la conformacion syn-y para los enlaces glicosidicos.

98



Estudio estructural de GAGs mediante RMN y calculos de Dinamica Molecular

g‘j SMP 199 J

5.0 45 40 35 F2 [ppm]

Figura 3.31. Espectro NOESY para el pentasacarido 1 a 1.5 mM, 300 Ky 600 MHz.

En el compuesto 2 fue posible el anélisis de la mayoria de los picos NOE exceptuando
H3C-H5C y H3E-H5E cuya identificacién se ve impedida por su proximidad con la
diagonal. El analisis de las sefiales interglicosidicas H1B-H3A, H1C-H4B, H1D-H3C y
H4D-H1E corroboraron la conformacion syn-y de los enlaces glicosidicos, lo que esta de
acuerdo con los resultados teoricos (Figura 3.32 y Tabla 3.3).
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Figura 3.32. Espectro NOESY para el pentasacéarido 2 a 1.5 mM, 300 K y 600 MHz.

Como se ha mencionado en el punto 3.2.3, aunque el ligando 3 pudo solubilizarse en el
buffer PBS, los espectros NOESY que se obtuvieron a los diferentes tiempos de mezcla
mostraban sefiales muy anchas que impidieron su evaluacion y, por tanto, no se pudieron
generar las curvas de crecimiento correspondientes y calcular las distancias
experimentales.

Para los compuestos 4 y 5, se pudieron identificar e integrar la mayoria de los NOEs
significativos exceptuando los H3-H5 de los azlicares A'y C para el primero de ellos y de
los anillos A, B y D del segundo (Tablas 3.7 y 3.9). Al igual que en los compuestos
pentasacaridicos, los picos H1B-H4A, H1C-H3B y H1D-H4C interglicosidicos
confirmaban de nuevo la orientacion syn-y de los enlaces (Figura 3.33).
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Figura 3.33. Espectro NOESY para el tetrasacarido 4 (arriba) y el tetrasacarido 5 (abajo) a 1.5 mM, 300
K'y 600 MHz.
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En resumen, los resultados de este capitulo indican que todos los oligosacaridos
estudiados 1-6 poseen una estructura tridimensional similar, con todos los anillos en
conformacion de silla *“C: y los enlaces glicosidicos con una disposicion syn-y
predominante. Esta estructura no cambia de forma significativa al introducir sustituyentes
voluminosos en los miméticos, como ocurre en los derivados 2-3 y 5-6. Ademas, esta
estructura coincide con la de los oligosacaridos de CS tipo E que contienen unidades de
GlcA en lugar de residuos de Glc, por lo que nuestros datos confirman que los compuestos
1-6 pueden considerarse miméticos estructurales de las secuencias naturales.

3.5 Metodologia

3.5.1 Preparacion de inputs y simulaciones

Las dinamicas moleculares se llevaron a cabo en el cluster Carbohidratos perteneciente
al Instituto de Investigaciones Quimicas (CicCartuja) de Sevilla. El disefio individual de
cada uno de los ligandos y sus diferentes grupos protectores fue llevado a cabo mediante
el programa Maestro de la plataforma Schrodinger, estableciendo la correspondiente
nomenclatura y numeracion de sus atomos y residuos. A continuacion, las cargas
parciales del residuo CFs se generaron mediante el método RESP® derivadas del
potencial electrostatico molecular MEP en las condiciones del procedimiento
desarrollado bajo el campo de fuerzas GLYCAMO6E!. Su geometria se ha calculado
mediante el método Hartree Fock con la variante 6-31G* como conjunto de bases!*®,
empleando la plataforma R.E.D 2.0 y R.E.D IV del servidor web R.E.D.

Mediante el modulo de antechamber y su extension parmchk en AmberTools se crearon
los archivos prep y frcmod respectivamente. Estos inputs son necesarios en la ejecucion
del modulo tLEAP, para el cual se emple6 la version AMBER 12, generando los archivos
de topologia y coordenadas iniciales fundamentales para la simulacion molecular. En este
procedimiento se utilizé de nuevo el campo de fuerzas GLYCAMO6 con el set de
parametros parm99. Todos los ligandos fueron neutralizados con iones sodio sumergidos
en una caja de agua TIP3P como disolvente explicitol*3,

Antes de comenzar las etapas de la simulacion, es necesario minimizar el sistema para
relajar la energia entre el soluto y el disolvente. Los primeros pasos de minimizacion y
las etapas de equilibrio y presion constante se realizaron con sander.MPI mientras que en
la etapa de produccion de las dinamicas se utilizé6 pmemd.MPI (Particle Mesh Ewald
Method) en la version de AMBER12[12:3 Durante el primer paso se minimiza
unicamente la caja de agua TIP3P dejando fijo el ligando; en la segunda etapa, ambos son
minimizados. A continuacion, se llevaron a cabo diferentes etapas consecutivas de
dindmica molecular, comenzando por un aumento de la temperatura del sistema de 0 K a
300 K. Este paso de la simulacién tiene una duracién de 80 ps y se produce a volumen
constante usando el método SHAKE.
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Una vez equilibrada la temperatura a 300 K, el siguiente paso con una duracion de 200
ps, consiste en alcanzar una densidad de 1g/mL a una presion constante de 1 bar. En este
momento, nuestro sistema ya se encuentra en completo equilibrio y puede llevarse a cabo
un ultimo paso de mayor duracion (250-500 ns total) donde se introdujeron, en los casos
que fue necesario, las restricciones experimentales promediadas en el tiempo (MD-TAR)
procedentes de los experimentos de NOESY (en estos casos, las duraciones de las
dindmicas fueron mas cortas, de 8 ns). Cabe destacar que el programa de AMBER
pmemd.MP1I se utiliz6 tanto en las dindmicas libres como en las que tienen restricciones.
Todos los archivos finales de las trayectorias de coordenadas se almacenaron cada 0.5 ps.

3.5.2 Método de analisis de los resultados tedricos

Finalizada la dindmica, se analizaron los outputs de coordenadas generados cuyos datos
fueron procesados con el modulo cpptraj de la version AMBER12 y visualizados con el
programa grafico VMD.

El estudio de las conformaciones de cada anillo se realizd con el comando pucker
utilizando el método de Cremer-Poplel*¥. Las constantes de acoplamiento se calcularon
mediante un promedio de todos los valores a lo largo de la simulacion empleando
ecuaciones de Altona parametrizadas para cada enlacel*®l. Se escogi6 este método ya que
tiene en cuenta las electronegatividades de cada sustituyente (Eq.1), pero estas 3Jun
tedricas pueden obtenerse también a través de la ecuacion de Karplus!*l,

3] = p1 cos?(¢) + p2 cos(¢) + p3 + ZAi (p4 + p5 cos?(si dp + p6 [Ai])) (1)
siendo Ai= (Xo — XH) + p7 Z(Xp — XH)

Para completar el estudio geometrico de nuestros ligandos, se analizaron sobre los frames
de la simulacion final, usando de nuevo el mddulo cpptraj, las distancias interprotonicas
(Hi-Hs, Hi-Hs, Hs-Hs) e interglicosidicas (Hi-H4 y Hi-Hs), junto a las torsiones ¢ (Hi1’-
C1’-0O-C4/C3) y y (C1’-0O-Ca/C3-Ha/H3). Todos estos valores fueron promediados sobre
las 125.000.000 estructuras de la Gltima etapa de simulacion.

3.5.3 Método de analisis de los resultados experimentales

Los experimentos de RMN han sido realizados en un equipo Bruker con un iman
ASCEND 11l HD 600 equipado con una criosonda QCI S3 H/F-C/N-D 05-Z, previa
asignacion en un equipo Bruker ASCEND 111 400 con sonda BBO 400S1 BBF-H-D-05
Z SP.

Con el fin de que todos los compuestos objeto de estudio pudieran ser comparados se
realizaron los experimentos de RMN de los ligandos libres en condiciones similares entre
si e idénticas a la de los compuestos asociados. Los ligandos se prepararon a una
concentracion 1.5 mM en 250 uL de buffer 1x PBS en D20, empleando tubos de RMN
de 3 mm de didmetro en la zona de medida. La presencia de buffer provocd un
ensanchamiento de las sefiales en todos los compuestos. En el caso de los ligandos 4 y 5,
esto dificulté su asignacién, por lo que finalmente se asignaron los espectros de los
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ligandos libres en D20. En los compuestos persustituidos 3 y 6, el analisis de los espectros
de RMN se vio gravemente dificultado por el solapamiento y ensanchamiento de las
sefales.

Las técnicas que se emplearon para la asignacion fueron los experimentos
bidimensionales DQF-COSY, TOCSY, NOESY y HSQC. Los experimentos
homonucleares se realizaron con versiones sensibles a la fase con seleccion de gradientes
de campo de la biblioteca del fabricante. En los experimentos TOCSY se usé para el
periodo de bloqueo de espines la secuencia MLEV17 a 400 MHz y dipsi2 a 600 MHz.
Los experimentos NOESY y TOCSY a 600 MHz se registraron con filtro de cero cuanto
y con presaturacion en la sefial del agua.

Los experimentos HSQC realizados a 400 MHz se registraron con secuencias que
emplean metodologia de eco-antieco-TPPI y gradientes de campo para la seleccion de las
sefiales en el periodo de etiquetado de frecuencias, con sensibilidad incrementada, y con
edicion en funcidon de la multiplicidad de la sefial (par-impar). A 600 MHz se
reemplazaron los pulsos de 180 grados del canal de carbono por pulsos adiabaticos Chirp
debido al mayor rango de frecuencias excitadas eficazmente.

Para la cuantificacion de distancias interprotdnicas, se emplearon experimentos NOESY
realizados a 600 MHz, con tiempos de mezcla desde 150-200 ms hasta 800-1000 ms,
siguiendo la aproximacion de espines aislados (ISPA).['1 Para calcular la velocidad
inicial de crecimiento, los valores del pico de cruce se dividieron entre el pico diagonal,
al mismo tiempo de mezcla (tm). Mediante el ajuste de estos valores a la siguiente
ecuacion exponencial “Box Lucas” (que describe la evolucion de los valores calculados
anteriormente frente al tiempo):

|x/|d(tm) =a (1- exp (b tm)) (2)

se calcula la velocidad inicial de crecimiento (co) como la derivada de dicha ecuacion, el
producto ab, siguiendo la aproximacién Peak Amplitude Normalization for Improved
Cross-relaxation (PANIC).[I A continuacion, empleando la relacion de la ecuacion
3:

dx=Clref (G ref/ (Sx)ll6 (3)

se calculan las distancias experimentales en base a las velocidades de relajacion cruzada
(o) para cada pareja de protones.
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4.1 Introduccion

Como se ha descrito previamente en el Capitulo 1, los GAGSs interaccionan con una gran
variedad de proteinas debido a su amplia diversidad estructural, regulando asi la
actividad de muchas de ellas, permitiéndoles ejercer diversas funciones bioldgicas.!*?!
Los factores de crecimiento son un ejemplo de estas proteinas que, asociadas a la matriz
extracelular, desempefian labores importantes como neuromoduladores con mdltiples
funciones sobre el desarrollo neuronal.

En este capitulo vamos a centrarnos en el estudio de una de ellas, la Pleiotrofina (PTN),
una potente citoquina mitogénica y angiogénica capaz de modular, ademés, un amplio
espectro de procesos fisiologicos relacionados con la proliferacion celular. Las diversas
actividades de la PTN estan ligadas a la capacidad que tiene para unirse a una gran
variedad de receptores de membrana siendo éstos, en una gran proporcion,
proteoglicanos. Un ejemplo son los receptores de tipo proteina tirosina fosfatasa (PTP)
que presentan cadenas de Condroitin Sulfato (CS) de tipo C y E principalmente.BH4 |a
PTN es un avido aglutinante de GAGs Yy sus interacciones con estos polisacaridos son
cruciales para el desarrollo de sus actividades bioldgicas. El patrdn de sulfatacion de los
GAGs es un determinante critico en sus interacciones con esta citoquina,® observandose
una mayor afinidad por aquellos que se encuentran altamente sulfatados. Sobre estas
premisas, y basdndonos en estudios de interaccion que se han realizado con CS donde se
ha demostrado que la afinidad de la PTN por CS de tipo A es menor que en el caso del
CS de tipo E,[® se consider¢ interesante realizar el estudio de interaccion de nuestros
mimeéticos de CS-E con esta citoquina.

Este estudio de interaccion se llevo a cabo, tanto a nivel experimental como teérico, para
las dos series de complejos formados con los ligandos 1-6 del Capitulo 3, utilizando las
estructuras y los resultados obtenidos del analisis estructural de los oligosacéridos libres.
De esta forma, se podria determinar si la formacion del complejo genera o no distorsiones
en el azlcar, e incluso intentar obtener una idea del comportamiento de la PTN cuando
se encuentra enlazada. Una vez confirmada la interaccion entre esta proteina y los
mimeticos de CS-E, se intentara reproducir una estructura o un modelo tridimensional
del complejo mediante célculos de dinamica molecular tomando como referencia los
resultados expuestos en el Capitulo 3, donde la estructura de los seis ligandos mostro
conformaciones canonicas “C1 en todos sus anillos, con uniones interglicosidicas syn-
y/exo-$. El analisis conformacional de los oligosacaridos se llevd a cabo de manera
similar al procedimiento descrito para su forma libre, aunque con algunas variaciones en
la preparacion de los inputs, que se detallaran en la seccion 4.5 de este capitulo. Estos
estudios de interaccién complementan los realizados con la citoquina MK en nuestro
grupo de investigacion, que se han llevado a cabo utilizando otro tipo de derivados
GAGs.I,
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4.2 Estructura de la Pleiotrofina

Tal y como se ha descrito en el Capitulo 1, la PTN se compone de dos dominios de
repeticion de pseudotrombospondina tipo 1 (TSR), conocidos como el dominio N-
terminal (NTD) y el dominio C-terminal (CTD), que se encuentran flanqueados por dos
terminales no estructurados. Ambas zonas estan altamente enriquecidas por aminoacidos
basicos, como Arg52 y Lys54 en el NTD, Lys60 y Lys61 en la zona enlazante entre
ambos sitios de union, denominada bisagra, y Lys84, Arg86, Lys107 y Lys68, Lys91 y
Arg92 de los grupos 1y 2, respectivamente, que conforman el CTD.I! Se sabe ademas
que, de los dos dominios que presenta, el extremo C-terminal es el que tiene mayor
afinidad por azucares.[ Por lo tanto, se considero interesante conocer, desde el punto de
vista tedrico, el mecanismo de reconocimiento con los ligandos 1-6, y como se
comportan estructuralmente tras esta union. De las diez estructuras obtenidas por RMN
que se conocen de la PTN, se escogieron tres conférmeros con diferentes grados de
plegamiento, realizando los diferentes estudios tedricos con cada una de esas
conformaciones representativas de la proteina, para cada ligando de ambas series, tetra y
pentasacaridica. La PTN se puede clasificar como una proteina con regiones
intrinsecamente desestructuradas denominadas IDR (Intrinsically Disordered Region)
pudiendo no ser capaces de tener el nacleo hidrofébico que constituye el dominio bien
organizado, debido a la carencia, 0 en este caso, a la baja proporcion de aminoacidos
hidrofébicos voluminosos.Bl En este caso, la region central entre ambos dominios
TSR, denominada hinge (o bisagra), es la que se encuentra sin estructura. Las regiones
estructuradas lo son gracias a puentes disulfuro entre las ldminas beta que constituyen
los dos dominios NTD y CTD (ver Figura 4.1).

Figura 4.1. Representacion tridimensional de la superposicion alternativa de los dos dominios de lamina
p de la PTN en las 10 estructuras del pdb.
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Como se sabe, el enlace peptidico introduce las principales restricciones que limitan la
conformacion de un polipéptido, contribuyendo de esta manera a la estabilizacion de
proteinas. Los carbonos o de los distintos aminoacidos de una proteina forman parte de
dos planos peptidicos. La orientacion relativa de estos dos planos esta determinada por
los &ngulos ¢ y v (ver Figura 4.2 a). El primero de ellos mide el giro en torno al enlace
que une el carbono a de un residuo con el N, mientras que el segundo lo hace conel C
carbonilico del mismo residuo. La representacion de estos angulos en un diagrama
bidimensional se denomina mapa de Ramachandran. Mediante estos gréaficos se
representan las regiones energéticamente permitidas para estos angulos y/¢ del esqueleto
de la PTN.F! Las zonas mas favorables son aquellas que presentan valores negativos de
¢ y una pequefia region con valores positivos del mismo. Ademas, si dos 0 mas
aminoacidos consecutivos adoptan angulos de y y ¢ cercanos a +130° y -140°
respectivamente, aparecen laminas B, que es 10 que encontramos en la estructura de la
PTN. Sobre los mapas de la Figura 4.2, correspondientes a las tres conformaciones
seleccionadas de la proteina, se indican donde aparecen los residuos de prolina (Pro) y de
glicina (Gly). Los primeros aportan rigidez al polipéptido mientras que los residuos de
glicina son los responsables de su flexibilidad.!%!

Como hemos indicado, en la Figura 4.2 se han representado los diferentes mapas para las
tres conformaciones escogidas de la PTN, con la finalidad de conocer qué proporcién de
residuos se encuentran formando parte de su estructura secundaria y/o formando angulos
forzados, lo que nos indicaria que esa conformacion no es adecuada. Estas estructuras han
sido extraidas de las diez disponibles en el archivo de la base de datos Protein Data Bank
(pdb:2N6F), asignadas con los codigos 4, 3 y 8 (PTN4, conformacion plegada; PTNS3,
conformacion abierta; y PTN8, conformacion bisagra).

a) Diagrama de Ramachandran genérico
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b) Conformacion plegada (PTN4)
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d) Conformacion bisagra (PTN8)

.
GLYES &

FROIEE
u RO
x SpRoNT

——

© PROINS

Figura 4.2. A la izquierda, mapas de Ramachandran genérico (a) e individuales (b-d) de cada
conformacidn. A la derecha (b-d), las estructuras tridimensionales de la PTN para los tres conférmeros
seleccionados.

Como se puede observar, la mayor parte de los residuos de la proteina se encuentran
dentro de las zonas permitidas del diagrama, especialmente en las regiones que
corresponden a las zonas de hélice o y ldmina 3, encontrandose en ésta ultima una mayor
proporcion de residuos. Por el contrario, la presencia de aminoacidos en las zonas
prohibidas del mapa es minoritaria en el caso de los tres conférmeros, por lo que podemos
concluir que estas tres estructuras son adecuadas para utilizarlas como modelo en los
calculos moleculares.

A continuacién, se describiran y discutiran los resultados de interaccion experimentales
obtenidos a partir del empleo de diferentes técnicas de RMN y Polarizacién de
Fluorescencia para cada uno de los complejos formados entre la PTN y los oligosacaridos
1-6. Seguidamente, estos datos se contrastaran con los métodos de interaccién tedricos de
docking, dindmica molecular y MMPBSA/GBSA, usando las conformaciones de la PTN
representadas en la Figura 4.2. Se intentard, ademas, reproducir una estructura
tridimensional de cada complejo de acuerdo con estos resultados, analizandose las
diferentes conformaciones que pueda adoptar cada uno de los ligandos.

4.3 Estudio experimental

Diversas lineas de investigacion centradas en estudiar las afinidades GAG-PTN sugieren
que las interacciones entre CS y estas citoquinas estan reguladas por tres parametros: 1)
longitud de la cadena, 2) cantidad de estructuras CS sobresulfatadas (preferiblemente CS-
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E y CS-A) y 3) la multivalencia de la interaccion. Esto sugiere que la heterogeneidad
estructural del CS juega un papel importante en la transduccién de las sefiales de la PTN,
y, en concreto, el CS de tipo E favorece, por ejemplo, el crecimiento de neuritast®l.

Teniendo en cuenta esta informacion, se considero interesante estudiar las interacciones
entre PTN y los oligosacéridos 1-6, que contienen un patron de sulfatacién relacionado
con el CS-E. Se decidio realizar primero el estudio de interaccion utilizando las técnicas
mas usadas en RMN, véase NOESY transferido y STD (Saturation Transfer Difference).
Ademas, a partir del experimento con proteina marcada ®N-HSQC se puede tener
informacién del area de interaccion de la proteina y de su afinidad por este tipo de
mimeéticos de CS-E. Por ultimo, para cuantificar la interaccion de todos estos ligandos
con la PTN se llevaron a cabo diferentes ensayos de competicion a través de la técnica de
Polarizacion de Fluorescencia.

4.3.1 Experimento de NOESY transferido

El anélisis de la conformacion del enlace glicosidico se realiza mediante experimentos
NOESY. Al no existir acoplamiento 'H-'H entre los anillos, para el analisis
conformacional se debe recurrir a una medida de efecto NOE entre protones de los
distintos anillos, complementado por una busqueda por mecanica molecular de las
geometrias conformacionales de minima energia que se detallaran mas adelante. El
primer paso del andlisis, previamente hecho en el grupo, consistié en la asignacion
completa de la mayoria de las sefiales del espectro *H-RMN utilizando en algunos casos
una combinacion de experimentos estandar COSY 11121 TOCSYM314T y HSQCHSHeli
Sobre estos espectros se midieron las constantes de acoplamiento que, al compararlas con
los datos obtenidos en su estado libre, no indicaron cambios significativos. Para la
extraccion de restricciones experimentales de los complejos (que méas adelante se
utilizaran en las MD-TAR), se registraron experimentos de NOESY transferido a
diferentes tiempos de mezcla en presencia de 20 UM de proteina, en un buffer 1x PBS a
pH = 7.8 y a una temperatura de 288 K. De esta forma se obtuvieron, a partir de las
velocidades de relajacion cruzada onog, las distancias experimentales. Para ello, se
construyeron las curvas de crecimiento NOE para los protones de mayor interés,
representando el cociente entre el pico de cruce y la diagonal frente al tiempo de mezcla.
De su ajuste a una ecuacién exponencial y por extrapolacion de esta curva a tiempo cero
se calculé el onoe. Basandonos en la aproximacion de spines aislados,*” todas las
distancias de interés fueron calculadas como (r =)~/ a partir de sus respectivos onoe Y
una distancia de referencia conocida que se detallaré en la seccion 4.5 de este capitulo. A
continuacion, se mostraran los resultados de cada uno de los complejos comparando las
parejas de homologos de cada serie.

4.3.1.1 Comparativa entre los complejos 1-PTN y 4-PTN

En primer lugar, se van a exponer los andlisis de los complejos que presentan el ligando
completamente desprotegido tanto de la serie pentasacaridica (1-PTN) como de la
tetrasacaridica (4-PTN). En la Figura 4.3 se han representado los espectros NOESY
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transferido obtenidos, observandose que, al ser del mismo signo los picos de cruce y los
de la diagonal, no se puede deducir de este hecho que haya tenido lugar la formacion del
complejo. Sin embargo, el apreciable ensanchamiento de las sefiales debido al cambio en
el tiempo de correlacion del ligando si indica su complejaciéon. En cada uno de los
espectros se han sefialado en color rojo los protones intrarresiduales y en color azul los
interresiduales que se han podido identificar; de su evolucion frente al tiempo de mezcla
se extraen las distancias interprotonicas experimentales (ver seccién 4.5 del capitulo).
Como referencia, se considera que el enlace es syn-y/exo-¢ cuando las distancias
interglicosidicas (H1’-H4 y HI1’-H3 para las uniones GalNAc-Glc y Glc-GalNAc
respectivamente) toman valores menores de 2.5 A, mientras que, para cualquier
disposicion anti, la distancia debe ser mayor de 3.1 A.

En ambos espectros de NOESY transferido se pudo confirmar la presencia de los NOE
interresiduales H1’-H4 y H1°-H3 que corresponden a una geometria syn-y de los enlaces,
mientras que las conformaciones de tipo silla “C1 de los residuos de los carbohidratos
fueron corroboradas por la presencia de los NOE intrarresiduales H1-H3, H1-H5 y H3-
H5. Estas conclusiones fueron confirmadas paralelamente con el andlisis de sus
constantes de acoplamiento.
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Figura 4.3. Espectros de NOESY transferido del complejo 1-PTN (A) y del complejo 4-PTN (B), realizados
a 600 MHz y 300K (tiempo de mezcla 500 ms). Se asignan los picos de cruce mas relevantes.

Como se ha mencionado antes, a partir del cociente entre el valor de la integral del pico
de cruce y el promedio de la diagonal, se pudieron construir las curvas de crecimiento de
NOE, extrayéndose los distintos valores de oNoEg, Y a partir de estos, las correspondientes
distancias experimentales. En las Tablas 4.1 y 4.2 se han representado estos valores que
nos indican la presencia de un Unico conférmero exo-¢ y que a su vez podrian estar
presentes las dos conformaciones syn-y muy similares en ambos complejos.

Las distancias medidas de los contactos NOE entre los protones H1-H3, H1-H5 y H3-H5
intrarresiduales mostraron ligeras diferencias entre 1-PTN y 4-PTN, siendo para el
primero algunas de ellas ligeramente més altas, posiblemente por el solapamiento de los
picos de cruce, lo que dificultd su integracion. A pesar de ello, se pudo establecer que
estos valores indicaban conformaciones “C1 en todos los anillos, que ya habian descrito
las constantes de acoplamiento de los experimentos monodimensionales (Figura A.1 del
Anexo).
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RS
Al1A2 8.8 A H1H3 2.6
A2A3 A H1H5 2.6
A3A4 2.6 A H3H5 24
A4A5 Interg.BH1-AH3 2.2
B1B2 8.3 B H1H3 2.5
B2B3 8.7 B H1H5 2.8
B3B4 9.1 B H3H5 3.1
B4B5 9.7 Interg.CH1-BH4 2.6
ci1c2 8.9 CH1H3 2.2
C2C3 104 CH1H5

C3C4 CH3H5 2.6
CACS Interg.DH1-CH3 2.6
D1D2 8.3 D H1H3 3.0
D2D3 8.4 D H1H5 2.3
D3D4 9.1 D H3H5

D4D5 9.1 Interg.EH1-DH4 2.7
E1E2 8.9 E H1H3 3.1
E2E3 11 E H1H5 2.2
E3E4 2.6 E H3H5

E4ES5

Tabla 4.1. Constantes de acoplamiento y distancias experimentales para el ligando 1 en presencia de PTN

medidas a 298K.

Ml

A1A2 7.9 A H1H3 24
A2A3 9.3 A H1H5 2.8
A3A4 9.2 A H3H5

A4AS5 Interg.BH1-AH4 2.0
B1B2 B H1H3 25
B2B3 B H1H5 2.9
B3B4 B H3H5 2.6
B4B5 Interg.CH1-BH3 2.3
C1C2 7.9 CH1H3 2.8
C2C3 9.7 CH1H5 2.5
C3C4 CH3H5

CACS5 Interg.DH1-CH4 25

Tabla 4.2. Constantes de acoplamiento y distancias experimentales para el ligando 4 en presencia de PTN

medidas a 298K.
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e
D1D2 8.5 D H1H3 2.7
D2D3 10.7 D H1H5 2.6
D3D4 2.6 D H3H5
D4D5

Tabla 4.2. Continuacion.

4.3.1.2 Comparativa entre los complejos 2-PTN y 5-PTN

Para la asignacién de los complejos con los ligandos dibencilados 2-PTN y 5-PTN se
utilizé la misma metodologia anterior, aunque en este caso los experimentos de NOESY
transfer fueron mas dificiles de analizar debido a la alta sefial de agua que se observaba
en los espectros. Esto pudo deberse a varios motivos, como la preparacion de la muestra
0 el tiempo de espera hasta que se midio, ya que nuestros compuestos son higroscopicos.
Por este motivo, fue necesario recurrir a una presaturacion en la secuencia de pulsos como
método de supresion de disolvente. Aunque se consiguid rebajar la intensidad de esta
sefial, fue inevitable que las sefiales contiguas a ella se viesen afectadas, impidiendo su
medicién. La Figura 4.4 muestra las regiones del espectro en las que se han sefialado los
picos de cruce descriptivos de ambas estructuras: en rojo las correlaciones intrarresiduales
y en negro las interresiduales. De nuevo, la observacion de los picos de cruce H1-H3, H1-
H5 y H3-H5 sustentan la conformacion de tipo silla “C1y los picos interresiduales H1’-
H3 y H1’-H4 indican la geometria syn del enlace interglicosidico.
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B)

|

Figura 4.4. Espectros de NOESY transferido de los complejos 2-PTN (A) y 5-PTN (B), realizados a 600
MHz y 300K (tiempo de mezcla 500 ms). Se indican los picos de cruce mas relevantes con su asignacion
correspondiente.

35 F2 [ppm]

El andlisis cuantitativo de las distancias interglicosidicas experimentales, a partir de las
sefiales que se pudieron determinar, parece reflejar la presencia de las dos conformaciones
tipo syn-y en los enlaces glicosidicos, aunque no fue posible el calculo de todas las
distancias, como es el caso de B1-A3 y E1-D4 en el caso del complejo 2-PTN, y B1-A4,
D1-C4 en su homdlogo 5-PTN (Tablas 4.3 y 4.4). Ademas, el rango en el que se
encuentran estos valores indica conformaciones exo-¢. Debido a la proximidad entre la
sefial del agua y los protones H1 de las GaINAc C y B de los complejos 2-PTN y 5-PTN
respectivamente, la presencia de estos NOEs interprotonicos es muy débil,
entremezclandose con la diagonal o en algunos casos sin ni siquiera llegar a detectarse.
Por otro lado, tampoco fueron posibles las asignaciones de todas las 3Ju+ experimentales
sobre los espectros monodimensionales (Figura A.13 del Anexo), pero aquellas que si
pudieron observarse indicaron que tanto las Glc como las GalNAc se encontraban en la
conformacion de silla canénica *C1 (Tablas 4.3 y 4.4). A pesar de que las constantes de
acoplamiento se promedian proporcionalmente a sus poblaciones, a diferencia del NOE
que lo hace en funcion de los tiempos de correlacion, la valoracion de todas las constantes
de acoplamiento del anillo sugiere que los residuos se encuentran en la misma
conformacidn que en el estado libre. Esto se confirma por los NOE entre los protones del
anillo en disposicion syn-diaxial que muestran NOEs correspondientes a una disposicién
4Ca del anillo.
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2-PTN ‘ 2-PTN
A1A2 8.6 A H1H3 2.6
A2A3 10.1 A H1H5 2.7
A3A4 2.8 A H3H5
A4AS Interg.BH1-AH3
B1B2 8.1 B H1H3 25
B2B3 8.6 B H1H5 2.6
B3B4 9.1 B H3H5 2.3
B4B5 7.2 Interg.CH1-BH4 2.2
cic2 C H1H3
c2c3 10 CH1H5
c3ca 2.4 CH3H5
c4acs Interg.DH1-CH3 2.2
D1D2 8.1 D H1H3 2.6
D2D3 6.8 D H1H5 2.6
D3D4 9.5 D H3H5 2.5
D4D5 Interg.EH1-DH4
E1E2 8.2 E H1H3 2.4
E2E3 EH1H5 2.7
E3E4 2.7 E H3H5 2.4
E4E5

Tabla 4.3. Constantes de acoplamiento y distancias experimentales para el ligando 2 en presencia de PTN

medidas a 298K.

ML

A1A2 7.9 A H1H3 2.5
A2A3 9.2 A H1H5 2.8
A3A4 9.2 A H3H5

A4A5 7.9 Interg.BH1-AH4

B1B2 B H1H3

B2B3 10.8 B H1H5

B3B4 2.9 B H3H5 2.6
B4B5 14 Interg.CH1-BH3 2.3
C1C2 8 CH1H3 2.7
C2C3 8.3 CH1H5 2.5
C3C4 94 CH3H5 2.7
C4C5 94 Interg.DH1-CH4

Tabla 4.4. Constantes de acoplamiento y distancias experimentales para el ligando 5 en presencia de PTN

medidas a 298K.
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5-PTN 5-PTN

D1D2 8 D H1H3 2.8
D2D3 10.3 D H1H5 2.3
D3D4 D H3H5 25
D4D5

Tabla 4.4. Constinuacién.

4.3.1.3 Comparativa entre los complejos 3-PTN y 6-PTN

A diferencia de los resultados descritos para los complejos anteriores, para aquellos que
presentaban el ligando completamente sustituido (3 y 6) resulté mas complejo extraer
valores experimentales. En el caso del complejo pentasacaridico (3-PTN), la presencia
de las dos cargas negativas adicionales procedentes de los grupos sulfato del anillo de
GalNAc del terminal no reductor, hizo posible su disolucion en el buffer pudiéndose
generar el espectro monodimensional de *H-RMN (ver Figura A.30 del Anexo), a
diferencia del complejo de la serie tetrasacaridica (6-PTN) donde no fue posible. Como
se puede observar en la Tabla 4.5, el solapamiento de las sefiales impidié determinar
algunas de las constantes de acoplamiento y distancias experimentales (Figura 4.5). Con
respecto a los protones interresiduales, solo fue posible identificar una sefial aislada que
podria confirmar que la union C1-B4 se encontraba en geometria syn (color negro). En el
caso de las conformaciones de los anillos si se pudieron determinar algunos de los picos
de cruce mas representativos, que sostenian de nuevo una silla de tipo *Cu.

En cambio, en el caso de su homologo tetrasacéridico 6-PTN, la ausencia del anillo de
GalNAc adicional impidié la solubilizacion completa en el buffer imposibilitando el
analisis experimental del complejo.
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Figura 4.5. Espectro de NOESY transferido del complejo 3-PTN realizado a 600 MHz y 300K (tiempo de
mezcla 500 ms). No se pudieron asignar todos los picos de cruce mas representativos.

ML

Al1A2 8.0 A H1H3 2.6
A2A3 10.1 A H1H5 25
A3A4 2.2 A H3H5

A4AS Interg.BH1-AH3

B1B2 7.9 B H1H3 2.6
B2B3 1.7 B H1H5 2.7
B3B4 9.0 B H3H5 2.6
B4B5 7.6 Interg.CH1-BH4 24
cicz 8.4 CH1H3

C2C3 10.5 CH1H5

C3C4 CH3H5

C4Cs Interg.DH1-CH3

Tabla 4.5. Constantes de acoplamiento y distancias experimentales para el ligando 3 en presencia de PTN

medidas a 298K.
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3-PTN 3-PTN
D1D2 7.5 D H1H3 2.2
D2D3 8.3 D H1H5 3.0
D3D4 9.1 D H3H5 2.5
D4D5 8.5 Interg.EH1-DH4
E1E2 EH1H3
E2E3 10.7 E H1HS
E3E4 E H3H5 2.9
E4E5

Tabla 4.5. Continuacion.

4.3.2 Experimento de STD (Saturation Transfer Difference)

Otra de las técnicas de RMN empleadas para determinar si existe o no interaccion entre
el ligando y la proteina es el STD. Como se ha descrito en el Capitulo 2, este experimento
consiste en irradiar los protones de la proteina, en este caso de la PTN, transfiriendo dicha
magnetizacion al ligando libre en funcién del tiempo de saturacion, gracias al equilibrio
asociacion-disociacion. La cantidad de irradiacion recibida para cada proton del ligando
se puede establecer en rangos de porcentaje de saturacion que pueden representarse
mediante los llamados mapas de epitopo. En la Figura 4.6 se han representado los
espectros para los complejos con los ligandos desprotegidos y dibencilados de ambas
series. En cambio, para los complejos con los ligandos persustituidos, debido al gran
solapamiento de las sefiales (en el caso de 3-PTN) y a la insolubilidad del compuesto en
el buffer (6-PTN), no fue posible generar un espectro de STD interpretativo. Como se
puede ver en la imagen, se ha representado en color rojo el experimento de *H-RMN off-
resonance, y en azul el espectro de diferencia de STD resultante. Cabe destacar que no
fue posible extraer datos de STD en algunos de los protones debido al solapamiento entre
algunos de ellos y el bajo nivel de saturacion recibido por parte de la proteina.

1-FTX i Seale: .03 4-PTN SeabeLI0E

A e Vg L, P

R ] R e
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Figura 4.6. Espectros obtenidos de los experimentos de STD. En rojo se representan los espectros de *H-
RMN y en azul los espectros de *H-STD para los ligandos desprotegidos (1y 4) y los dibencilados (2 y 5).

A pesar de la baja resolucion de las sefiales, los espectros de la Figura 4.6 confirman la
unién de los miméticos de CS-E con la PTN. Para el caso de los complejos 1-PTN y 5-
PTN, no fue posible extraer valores suficientes para crear las curvas de crecimiento; pero
las sefiales situadas a campo bajo correspondientes a los protones aromaticos del grupo
OMP de los extremos reductores y de los grupos bencilos, bastaron para confirmar la
interaccion, sugiriendo una vez mas la interaccion de estas citoquinas con grupos
hidrofébicos*® .A pesar del solapamiento de los protones anoméricos con los protones
CH2de los grupos bencilos, en el caso del complejo pentasacaridico 2-PTN si fue posible

extraer valores de STD, al igual que para el complejo tetrasacaridico 4-PTN.
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4-PTN

% STD
[

Saturation time (3)

Figura 4.7. A la izquierda, curvas de crecimiento de STD y a la derecha sus correspondientes mapas de
epitopo para los complejos pentasacaridico dibencilado (2-PTN) y tetrasacaridico completamente
desprotegido (4-PTN).

En la Figura 4.7 se han representado las curvas de crecimiento de STD para algunos
protones de cada anillo de azUcar para los unicos complejos en los que fue posible medir
la interaccion, con los ligandos 2 y 4. Para visualizar estos resultados, se representaron
los mapas de epitopo de ambos ligandos en los que, mediante una gama de colores,
establecemos los puntos que presentan mayor afinidad con la PTN. Como se puede
observar en la imagen anterior, la interaccion se distribuye por toda la estructura, por lo
que no fue posible determinar qué residuo o qué zona es mas favorable para que tenga
lugar esta union.

4.3.3 Experimento de ®N-'H-HSQC

Hasta ahora se han empleado técnicas de observacion del ligando. Estas han permitido
confirmar la formacion de complejos transitorios, determinar la estructura del ligando en
el complejo, asi como determinar sus modos de interaccion con el receptor. La posibilidad
de disponer de PTN con marcaje isotopico en **N nos ha permitido abordar la interaccion
entre PTN vy los ligandos desde el punto de vista del receptor.

Tanto PTN como MK se pueden expresar en medios enriquecidos en N obteniendo la
proteina con marcaje isotopico lo que permite realizar experimentos de correlacion °N
HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence).[*®] Este experimento, que se realiza
en H20, detecta los pares *H — °N de todos los sistemas ®N-H unidos por un enlace;
normalmente se restringe a las amidas por ser las que aportan mayor informacion. Esta
informacion es muy util para el estudio de las variaciones de los desplazamientos
guimicos asociadas a cambios conformacionales, interacciones intermoleculares,

variaciones de estructura secundaria, etc ...[%%

En nuestro caso, debido a que los desplazamientos quimicos de estos dos atomos de la
proteina son muy sensibles a las alteraciones en el entorno magnético como resultado de
la interaccion con el ligando, la perturbacion daré lugar a cambios en los desplazamientos
quimicos de su posicion original indicando la formacion del complejo. Como ya se ha
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explicado en el Capitulo 2, en funcion de la cinética relativa a la diferencia de
desplazamientos quimicos existen dos posibilidades de intercambio: rapido o lento. En el
rapido se observa el pico promedio entre el estado libre y el asociado, mientras que en el
lento se observan dos picos para cada uno de los estados con intensidades proporcionales
a sus poblaciones.[?l

En nuestro caso, al tratarse de compuesto miméticos de CS-E, nuestro primer objetivo fue
determinar si el complejo formado era similar al constituido por los ligandos naturales.
Para este experimento se eligio el ligando tetrasacarido 4, similar a la secuencia natural
de CS-E, salvo por el reemplazo del carboxilato de GIcA por un grupo hidroximetilo. Al
mismo tiempo, se trataba del ligando mas sencillo, frente al pentasacarido. Asi, se realizd
una valoracién con 4 de una muestra de N-PTN, con precauciones para evitar la
influencia de cambios en la concentracion de buffer o proteina en los desplazamientos
quimicos, ver parte experimental. De la serie de experimentos ®’N-HSQC, se extrae la
variacion de desplazamiento quimico normalizada en funcidn de la posicion del residuo
individual.

Investigaciones previas de la interaccion entre GAG y PTN, empleando la misma técnica,
han encontrado que, en general, existe un mayor cambio de desplazamiento quimico en
el dominio CTD que en el NTD.[!

Ademas, hay estudios donde se han empleado hexasacaridos de CS-A, CS-E, DSy de
heparina para analizar la interaccion con la PTN encontrando que los residuos basicos de
la zona de la bisagra (concretamente Lys60, GIn62, Phe63, Gly64 y Cys67) y los
aminoacidos Lys91, Arg92, Asn96, Glu98 y Cys99 en el dominio CTD, mostraron
mayores desplazamientos quimicos tras la union.l®! Por otro lado, los residuos en el
dominio NTD y la cola C-terminal apenas mostraron perturbacion alguna, pero aquellos
que si muestran algin cambio quimico considerable, se sitlan cerca de los aminoacidos
bésicos del CTDI®l. En la Figura 4.8 se muestra el espectro bidimensional de *>N-HSQC
donde cada pico de cruce representa una de las parejas N-H de la proteina. Puede
observarse que muchos grupos NH se ven afectados por la interaccion y presentan
variaciones tanto en & de 'H como en el N segln va variando la concentracion de
ligando.
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Figura 4.8. Experimento *N-'H-HSQC para el complejo tetrasacaridico 4-PTN realizado a 600 MHz y
300K.
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Descartando las prolinas, en el espectro bidimensional se esperan sefiales de correlacion
heteronuclear correspondientes a las amidas de las cadenas principales, ademéas de los
NH: adicionales procedentes de los aminoacidos Asn y GIn, y los NH aromaticos de los
residuos de Trp. Por otro lado, es posible observar sefiales de las cadenas laterales de las
Lys (NHzs), Arg (NHC(NH2)2 e His (NH aromaético) aunque estén fuera del rango. De
todos ellos, hemos conseguido identificar inequivocamente 44 de los NH amidicos
comprendidos desde 9.5 ppm hasta 7 ppm. El principal motivo de esta disminucion ha
sido el elevado solapamiento accidental de las sefiales causado por el ensanchamiento de
las mismas. Una vez identificados los aminoacidos con mayor afinidad, se ha
representado en el diagrama de la Figura 4.9 las perturbaciones de & observadas para este
complejo.
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Figura 4.9. Diagrama de interaccion del experimento *N-'H-HSQC a 600 MHz y 300K.

De estudios previos se sabe que las regiones de la PTN con mayor interaccion por GAGs
(Heparina y CS-E) son el dominio NTD, la zona bisagra y el dominio CTD.[226lE12] En
el dominio NTD, que comprende del residuo 15 al 57, los méas involucrados son los
proximos al final, del 51 al 57; en la zona hinge o bisagra (residuos del 58 al 66)
practicamente todos ellos; para el dominio CTD (residuos del 67 al 107), aquellos que
pertenecen al grupo 11 (aminoacidos 90-100).5! El anélisis de nuestros resultados muestra
que las areas de interaccion estan bastante distribuidas en la secuencia primaria, siendo
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participes aminoacidos presentes en los tres sitios de unién principales. Aquellos que se
encuentran en el dominio CTD y en la zona hinge son los que presentan valores mas altos
de onormalizado. Dentro de este segundo dominio encontramos una variaciéon mayor (¢ > a
0.2 ppm) por parte de los aminoacidos Thr85, Lys84, 11e105, Lys91, Lys68, Arg92 y
GIn118. Ademas, debido a la cercania entre los picos de cruce, no fue posible asignar
inequivocamente las sefiales de algunos de ellos, como Asn58 0 GIn70, Cys67 o0 GIn46 y
Lys54 o Glu98, siendo este ultimo el aminoacido que ha presentado la mayor interaccion
con un valor de ¢ = 0.8. Tanto la zona hinge como el dominio NTD, presentan una
interaccion dominante en los residuos Phe63, Lys61 y Cys53. Ademas, se observa una
interaccion en la zona de la cola C terminal por parte del residuo Glc118, sin detectarse
una interaccion significativa en el otro extremo terminal. De los residuos que comprenden
el primer dominio NTD, los aminoacidos que han experimentado desplazamiento
quimico presentan por lo general valores de ¢ < 0.1 ppm. Con la intencién de poder
discernir entre las parejas de aminoacidos dudosas que se han expuesto, se han
representado los modelos tridimensionales extraidos de las coordenadas finales de las
dindmicas moleculares que veremos a continuacion, sefialando en estas estructuras los
residuos para intentar identificarlos en funcion de su proximidad al ligando azucar. En la
Figura 4.10 se observan los modelos con las tres conformaciones de la proteina,
aprovechando la flexibilidad que experimenta durante la simulacién, intentando
reproducir una situacién similar a la que nos podriamos encontrar experimentalmente.

Figura 4.10. Representacion tridimensional de los aminoacidos implicados en la interaccion del
experimento >N-HSQC en las conformaciones plegada (A), abierta (B) y en forma de horquilla (C) de la
PTN para determinar su grado de implicacion en la interaccion con el ligando. Se han remarcado en
diferentes colores las parejas de aminoacidos que no se pudieron asignar experimentalmente.
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Como dependiendo de la conformacion de la PTN estos residuos pueden estar mas o
menos proximos al ligando, nos podriamos inclinar por el dominio de la proteina en el
que se encuentran, ya que los pertenecientes a las zonas central y dominio CTD son los
que han mostrado una afinidad mayor con el ligando (por lo tanto, podrian asignarse a
Glu98, Glu70y Cys67).

4.3.4 Experimento de Polarizacion de Fluorescencia (FP)

En ultima instancia, se van a exponer
los resultados experimentales
80 ] e - obtenidos a partir de diferentes ensayos
= de competicion llevados a cabo
mediante la técnica de Polarizacion de
4 K, =125+ 18 nM Fluorescencia, que corroboraron vy
/ cuantificaron la interaccion de estos
‘ mimeéticos de CS-E con la PTN. Como
I/ ya se ha descrito en el Capitulo 2, una
de las ventajas de este experimento es
que nos permite conocer el valor de la
afinidad empleando muy poca cantidad

Figura 4.11. Curva de interaccion del experimento d,e mueStrf’i' ConV'rt'endo_la asl en una
de unién directa entre la sonda fluorescente y la  técnica eficaz para el cribado de alto

PIN. AP se ha representado frente a la  rendimiento e ideal para el andlisis de
concentracion de proteina ajustando la curva a un jntaraccion entre proteinas y ligandos
modelo de un Unico sitio de interaccidn. B )
pequefios o relativamente grandes.
Primeramente, se tiene que realizar un primer ensayo que nos permite conocer si la sonda
fluorescente que vamos a emplear tiene una fuerte interaccion (idealmente en el rango
nanomolar) con la proteina de estudio, en este caso PTN. Trabajos desarrollados con
anterioridad en nuestro grupo de investigacion permitieron la obtencion de un
hexasacérido de heparina marcado fluorescentemente.?®14l Este compuesto se eligio
como sonda fluorescente para nuestros ensayos, ya que se tenia constancia de que
presentaba una fuerte interaccion con otras citoquinas.*®l Para este experimento se
registré la polarizacion en pocillos de microplaca que contenian concentraciones
crecientes de proteinay 10 nM de sonda.

AP (mP)

0 600 1200
Pleiotrophin concentration (ni)

Una vez medida la polarizacion, se represent6 la variacion de polarizacion (AP), definida
como la diferencia entre los valores de FP de cada muestra y el valor de FP residual de la
sonda, frente a la concentracion de proteina, obteniéndose la correspondiente curva de
union (Figura 4.11). Esta curva se ajusté al modelo de interaccion con un Unico centro
activo (ver desarrollo en el Capitulo 2), obteniéndose la constante de disociacion de la
sonda fluorescente (Kp=125 nM).1°!

Una vez que se determiné que la sonda fluorescente presentaba una alta afinidad por PTN
y era adecuada para realizar los ensayos de competicion descritos en el Capitulo 2, se
llevaron a cabo dicho experimentos para calcular las afinidades relativas no solo de los
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ligandos sin proteger 1 y 4, sino también de los dibencilados y los completamente
protegidos (2-3, 5-6), ya que se ha demostrado en estudios anteriores que la presencia de
grupos hidrofobos proporciona uniones mas fuertes a ciertas citoquinas.? Para ello, se
Ilevaron a cabo medidas de FP de pocillos con concentraciones fijas de proteina y sonda
fluorescente, pero crecientes del ligando de interés, obteniéndose las curvas de inhibicién
representadas en la Figura 4.12. A partir del ajuste de dichas curvas, se pudieron
determinar los valores de ICso, definidos como la concentracion de ligando que
proporciona un 50% de inhibicion.

= 3-PTN = 6-PTN
120 - s 2-PTN 12 + 5.PTN
~ 4 1-PTN g 1204 R
% 100{ e——a— 4, E 4 4PN
= " 100 - . i
2 50 r * N g ) 0
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o 601 ‘R o
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o L Py - A0 H \ V
5 204 \ Voo 5 ' ok
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o S 0 T
o .20 &
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4
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log [concentracion de inhibidor (L)]

4

3 2 1 0 1 2 3
log [concentracion de inhibidar (uhd)]

Figura 4.12. Representacion de las curvas de inhibicion para los seis compuestos con PTN. A la izquierda
se muestra la grafica correspondiente a los complejos pentasacaridicos y a la derecha la de los complejos
tetrasacaridicos.

Los puntos de los extremos de las curvas corresponden a los controles que se han
empleado para realizar el experimento. Por un lado, el valor minimo de FP de la curva,
que indica el 100% de inhibicion, corresponde a un pocillo que contenia Gnicamente la
sonda fluorescente, en ausencia de proteina. EI punto maximo de FP, que representa el
0% de inhibicion, corresponde a la muestra control que contiene PTN y sonda, sin
presencia de ligando competidor. Para el ajuste de las curvas se sigui6 la ecuacion del
modelo de competicion con un Unico sitio de reconocimiento, que se detalla en la parte
experimental, obteniéndose los valores de 1Cso que se muestran en la Tabla 4.5:

Pentasacaridos I1Cso (LM) Tetrasacaridos  1Csp (LM)
1 194 +142 4 278 + 96
2 84 +40 5 180 + 39
3 31 6 6+4

Tabla 4.5. Representacién de los valores de 1Cso para los seis complejos. Los errores representan las
desviaciones estandar de las diferentes repeticiones realizadas de cada experimento.
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Los resultados de la Tabla 4.5 confirmaron que la presencia de grupos hidrofébicos
mejoraba notablemente la interaccion con la proteina. Asi, los compuestos desprotegidos
1y 4seunenalaPTN débilmente, en el rango micromolar alto, mientras que se obtienen
valores de afinidad mayores para los derivados 2 y 5, con la presencia de grupos bencilos
hidrofobicos. Por ultimo, las afinidades relativas aumentan hasta aproximadamente 50
veces, en el caso de los productos 3y 6, que se encuentran totalmente protegidos. Ademas,
los valores de 1Cso obtenidos con los pentasacéridos son, en general, mas bajos que los
obtenidos para los tetras.

4.4 Estudio tedrico

En este apartado comienza la descripcion del estudio tedrico de las interacciones entre
PTN y los compuestos miméticos de GAG, complementario del analisis experimental. A
diferencia del capitulo anterior, los estudios se realizan sobre complejos carbohidrato-
proteina, afladiendo una dificultad adicional.

En primer lugar, se van a exponer los resultados del docking molecular y la generacion
de los complejos bimoleculares. Se discutiran las diferentes orientaciones que adoptan los
ligandos azucar en su estado enlazado y las areas prioritarias de interaccion de la PTN.
Una vez determinada la estructura de los complejos, la zona de interaccién y los
conférmeros encontrados, se detallaran los resultados de los célculos de dinamica
molecular. Ademas, se describiran las estructuras de los ligandos y de la proteina en los
correspondientes complejos y sus cambios relativos a las especies libres. En ultimo lugar,
sobre las trayectorias finales de cada una de las simulaciones de MD realizadas, se han
llevado a cabo los célculos de interaccion de MM-PBSA/GBSA. Estos calculos
permitiran valorar la contribucion entrépica a la energia de afinidad y la aportacion
energética individualizada de los aminoacidos de la PTN.

4.4.1 Docking molecular

Como ya se ha descrito en el Capitulo 1, la PTN es una proteina compuesta
mayoritariamente por aminoacidos basicos (36 estan cargados positivamente y 17
negativamente). Tiene dos dominios unidos por una zona intrinsecamente desordenada y
termina en dos regiones sin estructura. Los dos dominios estructurados tienen una
longitud aproximadamente de 40 residuos y adoptan el mismo tipo de plegamiento que la
TSR de tipo 1, constando de una lamina- simple de tres cadenas estabilizada por puentes
disulfuro que estabilizan su plegamiento. Una de las caracteristicas més significativas de
la PTN es que las caras opuestas de cada dominio tienen potenciales electrostaticos
diferentes. Debido a esta topologia, los aminoacidos basicos se sitGan en una sola cara
convirtiéndola por tanto en un sitio de union crucial para las interacciones de PTN con
muchos de sus receptores.[261[22]

Como se ha mencionado antes, muchos de estos receptores presentan en sus estructuras
largas cadenas de GAGs sulfatadas que presentan interacciones con esta proteina.
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Numerosos estudios demuestran que las afinidades PTN-GAG son extremadamente altas
(Kd ~ 1 nM). Se conoce que el extremo C-terminal, en particular, tiene una potente
actividad bioldgica, donde las interacciones entre los aminoacidos bésicos y los
aromaticos y los GAGs juegan un papel importante.[??l Ademas, diversos estudios de
interacciones GAG-proteina por RMN muestran que los residuos encontrados en el grupo
Il del dominio CTD presentan perturbaciones y experimentan cambios en el
desplazamiento de la sefial en presencia de estos ligandos oligosacaridos.!??

En la estructura de la PTN descrita por Wang!®l, al no detectar NOEs entre ambos
dominios TSR de tipo 1, no pudieron descartar que actuasen de manera independiente y
que cuanto mas larga fuese la cadena oligosacarida, mayor afinidad presentaria por la
PTN. Esto se basa en la hipotesis de que los GAGs compuestos por diez 0 mas unidades
monosacaridicas, podrian llegar a enlazar ambos dominios simultaneamente.??l Otros
resultados de investigaciones llevadas a cabo por este investigador, indicaron que en
funcion del tipo de CS considerado el papel y las actividades de los dominios tipo TSR
eran diferentes. Pero, a pesar de no haberse encontrado estos contactos NOE, si que se
localizaron picos de cruce definidos entre el dominio CTD vy residuos localizados en la
zona que los conecta. Especificamente, los protones aromaticos de la Phe63 se ponian en
contacto con las cadenas laterales de los aminoacidos Tyr69, Val103 e 1le105, pudiendo
tener consecuencias importantes en la unién a GAGs, ya que la curvatura que se genera
en esta zona enlazante de los dos dominios posiciona a las Lys60 y Lys61 cerca del grupo
1 del CTD.[

Por otra parte, los resultados experimentales obtenidos en nuestro grupo de investigacion
han mostrado que la presencia de grupos hidrofébicos, bencilos o benzoilos, en las
cadenas oligosacaridicas aumentan la interaccion con estas citoquinas.*é2%1 por |o tanto,
para contrastar estos resultados experimentales con modelos tedricos se llevo a cabo, en
primer lugar, docking molecular en ambas series de complejos.

Inicialmente, mediante el programa Discovery Studio Visualizer, se realiz6 una busqueda
global sobre las estructuras depositadas en la base de datos Protein Data Bank para
conocer las areas de potencial afinidad. De las 10 estructuras depositadas se han
seleccionado tres, consideradas las mas representativas del conjunto. Los resultados de
este analisis mostraron: 6 cavidades para la conformacion mas plegada de la proteina
(PTN4) y 3 cavidades en sus formas abierta y horquilla (PTN3 y PTNS8, respectivamente)
(Figura 4.13).

Para el primer caso (PTN4), el sitio de unién mejor clasificado (Sitio 1) se sitla entre
ambos dominios flanqueado por otros 5 sitios activos mas; tres de ellos sobre el CTD y
los otros dos sobre los aminoacidos de la cola terminal, conectando con algunos residuos
del dominio NTD debido al plegamiento. Para la conformacién mas abierta (PTN3), el
bolsillo principal se encuentra situado en el grupo Il del segundo dominio y, en menor
proporcion, en la zona bisagra. Ademas, se encontrd, en una pequefia cavidad creada entre
los aminoacidos Cys109-Thr113, un tercer sitio de interaccion. Para el ultimo caso, con
la proteina en forma de horquilla, el bolsillo con mayor afinidad abarca desde los residuos
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Asn58 hasta la Lys111, es decir, comprende tanto la zona hinge central como el dominio
C-terminal practicamente completo.

PTN3 N

Sitio 2

Figura 4.13. Conformaciones de la PTN representando las cavidades con mayor afinidad propuestas por
el programa Discovery Studio Visualizer.

Tras estas aproximaciones, se realizaron los estudios de interaccion de docking molecular
empleando los programas Autodock y Autodock Vina sin restringir la localizacién del
ligando a ninguna region de la proteina, todo ello delimitado por una caja o grid de
dimensiones estandar 62 x 44 x 68 A. Los resultados de este célculo generaron nueve
complejos para cada estructura pdb (PTN4, PTN3 y PTNS8), usando aquellos de mayor
afinidad por el receptor en el calculo sobre las tres estructuras estudiadas en este capitulo.
A la hora de analizar estos resultados se han tenido en cuenta los datos del experimento
®N-HSQC, observando ahora la predileccion del ligando sobre el sitio activo. Como se
observa en la Figura 4.14, para la conformacién de la proteina plegada las cadenas de
carbohidrato se intercalan en las de la proteina y ésta envuelve a los ligandos entre sus
dominios, generando una distribucion de los conférmeros sobre toda su superficie,
quedando repartidos entre ambos dominios, sin observarse una tendencia clara en el area
de union.

Para este sistema, la principal contribucién a la afinidad proviene de las interacciones
electrostaticas entre los grupos sulfato, desprotonados a pH fisiologico, y las cadenas
laterales bésicas de Arg, Lys y, en menor medida, His. Estas se refuerzan con
interacciones de Van der Waals, enlaces de hidrogeno e interacciones hidréfobicas con
las estructuras del esqueleto de carbohidratos. Se observa la participacién en la asociacion
de aminoéacidos polares mediante enlaces de hidrogeno como Asn, Glin, flexibles como
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Gly o rigidos como Pro.?1 La coexistencia de residuos rigidos y flexibles sugiere que
las regiones en las que se encuentran tienen un papel importante en la funcion de la PTN.

1-PIN4 4-PTN4

Figura 4.14. Representacion tridimensional de los resultados del docking molecular de los seis complejos.
Se muestra la superficie de potencial de la PTN en su forma plegada, y la distribucion de los 9 conférmeros
obtenidos del docking para cada ligando.

Para comprender las interacciones resultantes del docking, se explican a continuacion las
interacciones mas relevantes siguiendo la clasificacion de Discovery Studio
Visualizer:[?®

» Clasificadas como “no covalentes” aparecen varios tipos:

1) Las interacciones de enlace de hidrégeno convencionales entre un atomo
donador y un atomo aceptor. Los a&tomos N, O, P y S se consideran 4&tomos donantes
clasicos. Para que se considere como union fuerte, la distancia tiene que ser
aproximadamente de 3.4A.12%

2) Las interacciones por puente salino que son relativamente fuertes entre pares
de grupos con carga opuesta donde también tiene lugar un enlace de hidrégeno entre
ellos.

3) Las interacciones C-H se consideran enlaces de hidrogeno mas débiles cuando
el donante es un atomo de carbono que se encuentra en un grupo acetileno o adyacente a
un oxigeno/nitrégeno.

» Clasificadas como electrostaticas se encuentran, ademas de las de puente salino:

1) Las interacciones m-cation entre los electrones de un sistema n deslocalizado y
un residuo cargado positivamente, como suelen ser las cadenas laterales de los
aminoéacidos Lys y Arg.
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2) Las m-anion se establecen de la misma manera, pero con un residuo cargado
negativamente como Asp o Glu.

» Finalmente, clasificadas como interacciones hidrofébicas:

1) m-mr stacked y m-rt T-shaped donde los anillos 1 se consideran sistemas planos
que interaccionan entre si (sin limitarse Unicamente a sistemas aromaticos) y que se
comentaran mas adelante.

2) Entre grupos alquilos, como las cadenas laterales de los aminoacidos alifaticos.

3) -0, que son interacciones débiles entre un hidrogeno y un sistema 1; ademas
como requisito, el hidrogeno que actia como donante debe estar unido a un carbono no
aromatico.

4) m-alquil, interacciones entre sistemas aromaticos y grupos alquilos.

En la Figura 4.15 se muestran las principales interacciones que tienen lugar en los
resultados del docking, procesados a través del programa Discovery Studio, sobre el
conformero mas estable para cada uno de los ligandos de cada serie y la conformacién
plegada de la PTN.
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Figura 4.15. A izquierda y derecha se muestran las principales interacciones establecidas entre el
conférmero mas