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RESUMEN

Segdn la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer es una de las principales causas de muerte no
infecciosas en todo el mundo. En este contexto, la bisqueda de nuevos farmacos potentes y seguros contra el
cdncer es un drea de gran interés para la industria farmacéutica y la investigacion académica. A pesar de que
las proteinas quinasas han sido una de las dianas anticancerosas mds exploradas, sus parientes evolutivamente
degenerado, las pseudoquinasas, han atraido la atencion de la comunidad cientifica en la Gltima década. La
quinasa ligada a integrinas (LK) es un miembro del pseudokinoma humano y ha sido reivindicada y validada
como una diana terapéutica prometedora para las enfermedades neopldsicas. El Gnico inhibidor de ILK co-
nocido, CPD22, ha probado su actividad en ensayos fenotipicos; sin embargo, se dispone de muy poca infor-
macion acerca de su mecanismo de accion a nivel molecular. Usando técnicas quimioinformaticas y de modelado
molecular se ha dilucidado si el CPD22 es capaz de unirse a ILK y cdmo lo hace. Ademds, nuestro modelo
computacional explica el SAR generado en la campaiia de optimizacion del cabeza de serie y los experimentos
de SPR han probado, por primera vez, que la molécula se une a ILK, lo que respalda la hipdtesis de inhibicion
por union directa y el modelo generado.

ABSTRACT

According to World Health Organization (WHO) cancer is one of top non- infectious death causes worldwide.
In this context, as such the searching of new potent and safe anticancer drugs is a hot point for pharmacy in-
dustry and academic investigation. Despite protein kinases have been one of the most explored anticancer
targets, its evolutionary degenerated parents, pseudokinases, have attracted the attention of scientific com-
munity during the last decade. Integrin Linked Kinase (ILK) is a member of the human pseudokinome that
has been claimed and validated as a prommissing target for neoplastic diseases. The only well-known ILK in-
hibitor, CPD22, has probed its activity in phenotypic assays, however very few knowledge regarding its me-
chanism of action at molecular level is available. Using chemoinformatic and molecular modelling techniques
we were able to elucidate if this molecule is able to bind to ILK and how. Additionally, our model explains the
SAR raised from the optimization campaign, and SPR experiments have probed, by first time, that this molecule
binds to ILK, thus supporting the hypothesis of inhibition by direct binding and the computational model as
well.
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1. INTRODUCCION

De acuerdo con la definicion recogida por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), “cdncer” es un término que “designa
un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier
parte del organismo, caracterizadas por la multiplicacion rdpida de
células anormales que se extienden mds alld de sus limites habi-
tuales y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse
a otros organos, en un proceso que se denomina «metdstasis»”. Esta
definicion queda matizada por el Diccionario de términos médicos,
de la Real Academia Nacional de Medicina, en la que se refiere a
la palabra «cdncer» como sindnimo de «tumor maligno» o «neo-
plasia maligna», de modo que un tumor maligno es un cdncer, no
un cdncer maligno.

El cdncer es una de las patologias que presenta mayor
morbi/mortalidad dentro de las enfermedades no infecciosas, siendo
la responsable de casi 10 millones de muertes solamente en el afio
2020. Atendiendo a su incidencia, el cdncer de mama fue el mds
diagnosticado (2.26 millones de casos), sequido del pulmonar (2.21
millones de casos) y el colorrectal (1.96 millones de casos), de
acuerdo con los datos actualizados en el portal de la OMS para 2020
(https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/cancer). Esta
elevada incidencia se traduce en un elevado coste socioecondmico,
especialmente en paises desarrollados con sistemas de salud afian-
zados y de amplias prestaciones (1).

Una neoplasia es un fendmeno originado por un creci-
miento celular andmalo y descontrolado, originando un tumor en
el que las células que lo constituyen no son homogéneas y presentan
distintos patrones morfolégicos, bioquimicos e inmunoldgicos. Este
hecho, supone una complicacion para el abordaje terapéutico de las
neoplasias malignas o cdncer, que normalmente requiere de apro-
ximaciones maltiples incluyendo cirugia y/o radioterapias coadyu-
vantes del tratamiento farmacolégico. En cualquier caso, la
quimioterapia juega un papel esencial en la terapia antineopldsica,
especialmente las aproximaciones polifarmacoldgicas.

En este contexto, la bisqueda de farmacos para el trata-
miento de los desordenes neopldsicos sigue siendo una de las prin-
cipales lineas de investigacion tanto de grupos académicos como de
la industria farmacéutica en todo el mundo. Prueba de ello, es el
gran nimero de candidatos a fdrmaco antineopldsico que cada afio
entran en ensayos clinicos o se aprueban (2).

Un hito en el campo de desarrollo de farmacos anticance-
rigenos es el descubrimiento del imatinib (Glivec®) por los labora-
torios Ciba-Geigy (actual Novartis) en 1992y aprobado por la FDA
en el 2001 (3). Inicialmente descrito como un inhibidor especifico
de la quinasa BCR—ABL, la ¢-KIT y el factor de crecimiento derivado
de plaquetas (PDGF), se aprobé para el tratamiento de la leucemia
mieloide cronica dependiente de ABL (3). El imatinib se considera
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un punto de inflexion en la quimioterapia anticancerosa y en el des-
cubrimiento de fdrmacos por varios motivos. En primer lugar, se
trata de uno de los primeros antineopldsicos dirigido a una diana
especifica y distinta del ADN, gracias a los descubrimientos impul-
sados por Mariano Barbacid en el campo de los oncogenes y las pro-
teinas quinasas (4). Por ofro lado, el descubrimiento del imatinib
supuso un avance en el paradigma del descubrimiento de farmacos
moderno, ya que se trata de uno de los primeros ejemplos de disefio
basado en estructura para el cdncer, es decir, a partir del conodi-
miento estructural de la diana farmacolégica y su interaccion con
el farmaco. El desarrollo de esta molécula fue posible gracias a las
técnicas de cristalografia de rayos X y modelado molecular como al
docking. Asi pues, el descubrimiento del imatinib puso de manifiesto
cdmo el conocimiento de la diana especifica sobre la que actoan las
moléculas pequerias es de vital importancia en el desarrollo y opti-
mizacion de un fdrmaco, y éste conocimiento se puede obtener me-
diante técnicas experimentales y/o computacionales.

Con todo, la complejidad de la terapia oncolégica ha im-
pulsado la bisqueda de nuevas dianas terapéuticas que confieran
mayor seguridad y eficacia al agente quimioterdpico. En este sen-
tido, en los Ultimos afios se ha prestado especial atencion al grupo
de las pseudoquinasas (5). Estas proteinas pertenecen a un grupo
que representa aproximadamente el 10% del quinona humano,
pero en cuyos miembros falta algin motivo o aminodcido conside-
rado esencial para la cafdlisis enzimdtica (6). De este modo, las
pseudoquinasas pertenecen a una superfamilia de proteinas capaces
de ejercer funcion de senalizacion celular mediante mecanismos no
cataliticos, en muchos casos bastante desconocidos.

Una de las pseudoquinasas mds interesantes y promete-
dora como diana terapéutica contra el cdncer es la quinasa ligada
a integrinas (ILK). Descubierta por Dedhar y colaboradores en 1996
como una proteina de 59 kDa capaz de interaccionar con la subu-
nidad B1 de las integrinas, la ILK se encuentra muy conservada
evolutivamente y estd constituida por 452 aminodcidos divididos en
tres dominios bien diferenciados (7). El primero, comenzando por
el extremo N-terminal, es el dominio de repeticiones de ankirina,
le sigue un dominio infermedio de homologia a pleckstrina (resi-
duos 180 a 212), y finalmente el dominio globular tipo quinasa,
constituido por los aminodcidos 213 a 452 (Figura 3A). En esta re-
gion es donde se encuentra el “centro pseudoactivo” de la enzima,
el cal presenta diferencias significativas respecto a otras quinasas.
El bucle de activacion de las quinasas comprende tres motivos ca-
nénicos que participan en la catdlisis y reconocimiento del sustrato:
HRD, DFG y APE (8). Sin embargo, la ILK dnicamente mantiene el
motivo APE constituido por los residuos Ala357, Pro358 y Glu359
(9). A pesar de ello, la ILK conserva la capacidad de union de una
molécula de ATP sin hidrolizarlo (Figura 3B, PDB ID: 3KMW) y con
un modo de unidn distinto al de otras quinasas convencionales (10).
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La sobreexpresion y sobreactivacion de ILK se ha relacio-
nado con distintos tipos de cdncer incluyendo el colorrectal, pulmo-
nar y de mama entre otros. Ademds, a la ILK se le atribuye una
funcion de andamiaje o scaffolding del citoesqueleto celular, gracias
a su interaccion in vivo con dos proteinas adaptadoras, PINCH y par-
vina (11). Dado que se ha demostrado que el silenciamiento del
oncogén de ILK, conduce a un mejor prondstico y a una disminucion
en la invasividad y crecimiento de distintos tipos de tumores, es una
diana terapéutica validada para el tratamiento del cdncer (5).

La bisqueda de inhibidores de ILK comenzo hace poco
mds de una década y solamente unos pocos candidatos se han des-
crito. Entre las “moléculas pequeiias” descritas como inhibidores de
ILK destacan un alcaloide isoquinoleinico, la chelidonina, capaz de
inhibir la formacion del complejo ternario PINCH-ILK-parvina (12),
y dos derivados de pirazol el QLT267 y CPD22 (Figura 2).

El diaminopizarol QLT267 fue identificado durante una
campaiia de cribado de alto rendimiento para la bisqueda de nue-
vos antitumorales y posteriormente caracterizado como inhibidor
de ILK. Presenta un efecto sinérgico y mayor actividad antitumoral
en su administracion conjunta con cisplatino para el tratamiento de
cdnceres dependientes de Her2. Por otro lado, el CPD22 fue des-
arrollado en 2011 a partir del esqueleto de 4- [4-(4-trifluorometil-
bifenil)pirazolo]anilina en un esfuerzo por hallar nuevos
inhibidores de piruvato deshidrogenasa quinasas tipo 2. Este com-
puesto es capaz de inhibir el crecimiento tumoral de lineas de cdncer
de prostata y mama con valor de ICy; de 1-2.5 M, via induccion
de autofagia y apoptosis y reducir los niveles fosforilacion de Akt

en su serina 473 y GSK-3B, dos proteinas sustrato de ILK. Esta mo-
lécula ha sido seleccionada como inhibidor de referencia de ILK y
para numerosos estudios como sonda quimica para modular ILK
(13-15). Sin embargo, sorprendentemente, no existen ningin dato
estructural acerca del modo de unidn y su mecanismo de accion a
nivel atomico. Durante el desarrollo del CPD22 los autores hacen
referencia al empleo de técnicas de docking de los hits o fragmentos
iniciales, sin embargo, no se proporciona esta informacion ni la re-
ferente al candidato optimizado. Del mismo modo, el compuesto se
describe como un inhibidor indirecto, ya que no se demuestra su
accion o union directa a la proteina recombinante.

En base a todas estas incdgnitas, la bsqueda de una ex-
plicacion del mecanismo de accion a nivel molecular de como actia
el CPD22 parece de gran utilidad. La importancia reside no solo de
cara al desarrollo de nuevos y mejores candidatos a farmacos me-
diante enfoques de disefio basado en estructura, sino también para
poder explicar si el mecanismo de accion de esta molécula depende
de su interaccion directa con ILK y los efectos que puede desenca-
denar.

Asi pues, se planted como objetivo general del trabajo de
investigacion responder a la hipétesis de si el CPD22 es una molé-
cula capaz de unirse a ILK. Por otro lado, este estudio permitird
también determinar el modo de union de la molécula a la proteina,
con el fin de poder establecer y describir aquellas interacciones clave
para el desarrollo y optimizacion de nevos farmacos potentes y se-
lectivos, asi como explicar los resultados experimentales. Del mismo
modo, esta informacion permitiria dilucidar el mecanismo de accion

A)

B)
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Figura 1. Representacion tridimensional del dominio quinasa de ILK (PDB:3KMW). B) Ampliacion del centro activo mostrando la molécula de ATP y los residuos con los

que interacciona, asi como el cation Mg?.

Descifrando el mecanismo de inhibicion de una pseudoquinasa:

la quinasa ligada a integrinas y el cpd22 133
Javier Garcia Marin



0

R

a nivel molecular del inhibidor. Para ello, se planted el empleo de
técnicas computacionales y biofisicas, claves en los procesos de des-
arrollo y optimizacion de nuevos farmacos, asi como de la biogui-
mica estructural moderna (16).

2. MATERIALY METODOS

2.1. Andlisis quimioinformdtico

Las dos quimiotecas de fdrmacos se prepararon recopi-
lando los codigos SMILES y nombres de 58 inhibidores comerciali-
zados de quinasas y farmacos aprobados a través del portal ChEMBI
(https://www.ebi.ac.uk/chembl/). Las estructuras se procesaron a
través del paquete de Python RDKit (version 2020.09.1,
http://www.rdkit.org), que se utilizé para generar las MACC finger-
prints y hacer el andlisis de similitud empleando el indice de Tani-
moto. El andlisis estadistico se llevd a cabo con la libreria SciPy (17)
y los grdficos con Matplolib y Seaborn (18,19).

2.2. Preparacion del ligando y la proteina

Tanto para las simulaciones de docking como de DM se
empleo el dominio quinasa de ILK unido a una molécula de ATP
(PDB: 3KMW). Una vez descargado el archivo, se elimind el dominio
CH2 de oc-parvina y a continuacion se aiadieron los hidragenos, se
asignaron los enlaces, cargas y estados de protonacion a pH 7.2,
empleando el Protein Preparation Wizard incluido en el software
Maestro 2020 (Maestro, Schradinger, LLC, New York, NY, 2021).

El CPD22 se construyo con la suvite Marvin Sketch
(https://chemaxon.com/products/marvin), que ademads se utilizé

. ANAlESI

RANF

para predecir el estado de protonacion del nitrageno de la pipera-
zina (pKa = 8.9) a 298 K empleando las correcciones de libreria y
el resto de los pardmetros por defecto. A continuacion, se exportd
el archivo en formato sdf a Maestro y a través de LigPrep (Maestro,
Schradinger, LLC, New York, NY, 2021), se gener6 una geometria
tridimensional de minima energia, se asign el estado de protona-
cion con carga formal +1a pH7.2y cargas parciales atdmicas acor-
des al campo de fuerzas OPLS3 (20).

2.3 Estudios de docking

Para llevar a cabo los estudios de docking primero se ge-
neraron las grids con informacion del receptor a partir de la estruc-
tura tridimensional de ILK procedente de 3KMW previamente
preparada y seleccionando como ligando el ATP mediante Maestro
2020. De este modo, se generd una caja con una extension de 25 A
alrededor de la molécula de ATP donde se llevarian a cabo los cdl-
clos. A continuacion, se realizaron los experimentos de docking uti-
lizando Glide (21) en su modo XP ajustando el ndmero mdximo de
poses a devolver por el programa a 10 (22). Los resultados se vi-
sualizaron en PyMol (The PyMOL Molecular Graphics System, Ver-
sion 2.0 Schradinger, LLC.) y UCSF ChimeraX (23). Se consideraron
todas las poses devueltas por el programa (3) correspondiente a las
de mejor energia libre de union.

2.4 Simulaciones de dindmica molecular
Para llevar a cabo las simulaciones de DM la proteina se
describio empleando el campo de fuerzas ff14SB (24), mientras que
para el CPD22 se utilizd GAFF2 (25). Las cargas de este Gltimos se
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Figura 2. Principales inhibidores de ILK del tipo “moléculas pequeias”.
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asignaron empleando el modulo Antechamber y ajustdndolas a un Las simulaciones de templado simulado también se lle-
nivel tedrico AM1-BCC, generando asi los archivos de coordenadas ~ varon a cabo con el software OpenMM, calentando el sistema a 310
y topologia  compatibles con la  suitt  AMBER  Kyenfridndolo gradualmente hasta 270 K durante 1 ns. Tras el en-
(http://ambermd.org/CiteAmber.php). Ambos complejos se  friamiento, el complejo resultante se minimizé durante 2000 pasos
solvataron en un octaedro de moléculas de agua TIP3P de 10 Ade  de L-BFGS extrayéndose la estructura resultante de éste y usando

tamario y se adicionaron 2 cationes sodio para neutralizar el sistema  las coordenadas atomicas para el inicio de un nuevo ciclo, asi suce-
empleando el modulo Leap de AmberTools. Las simulaciones se lle- ~ sivamente hasta 4 veces.

varon a cabo el programa OpenMM (26), en una estacion de trabajo

Windows 10 equipada con una tarjeta grdfica Nvidia® Gigabyte Ge- 2.5 Experimentos de SPR

Force RTX 2060 GPU. Todas las simulaciones se llevaron a cabo a Los experimentos de SPR se realizaron en el Instituto de
una temperatura de 298 Ky 1 atm de presion integrando las ecua- ~ Quimica Médica del CSIC, bajo la supervision de la Dra. Laura La-

ciones de velocidad con un tiempo entre pasos o timestep de 4 fs  gartera empleando ILK recombinante adquirida en la casa Randox
gracias a la técnica de hydrogen mass repartitioning (27). En primer  Life Sciences y el CPD22 adquirido en Calbiochem. La proteina
lugar, se llevd a cabo una minimizacion de la energia del sistema  (59.92 kDa) se inmovilizd en un chip de oro CM5 (Biacore, GE) si-
mediante el algoritmo L-BFGS (método de Broyden-Fletcher-Gold- guiendo el protocolo estdndar de inmovilizacion no covalente apor-
farb-Shanno) durante 6000 pasos con el fin de eliminar contactos ~ tado por el fabricante. A continuacion, se hicieron fluir distintas
estrechos entre Gtomos y geometrias de partida forsionadas. Aesta  concentraciones del analito en un buffer (50 mM Tris pH 7.5, 50 mM
fase le siguid una de DM de equilibrado a volumen constante du- ~ NaCl, 2 mM CaCl,, 20 mM EDTA y 2% de DMSO) a una velocidad
ranfe 5 ns. A continuacion, se paso a la produccion de las simula- ~ de 90 jL/min en el dispositivo Biacore X-100. Los resultados expre-
ciones de DM ddsica durante 500 ns para cada sistema, tardando 8~ sados en unidades de resonancia se trataron con el software X-100
dias en completar cada una de ellas. Todos los sistemas se simularon ~ (Biacore, GE Healthcare Life Science).

bajo las condiciones de limite periddico, y aplicando el método de

Ewald para trafar las inferacciones electrostdticas de corto alcance 3. DISCUSION Y RESULTADOS

con un limite de 8 & (28). Asi mismo, se empled el algoritmo SHAKE

en todos los enlaces en los que participan dtomos de hidrégeno con 3.1 Andlisis quimioinformdtico

el fin de simplificar los cdlculos durante la dindmica (32). Las tra- Una de las primeras incognitas que surgen a la hora de
yectorias de la dindmica molecular se analizaron empleando el soft-  abordar el problema acerca del modo de union del CPD22 a la ILK
ware MDAnalysis (29) y MDtraj (30). Para el cdlculo de energia libre  es la zona donde puede tener lugar la interaccion con la proteina.
se utilizo el programa MM-ISMSA sobre los Gltimos 250 ns de las ~ La gran mayoria de inhibidores de quinasa comercializados y apro-
trayectorias generadas correspondientes al sistema equilibrado (31).  bados estdn dirigidos al bolsillo de ATP de sus respectivas quinasas

1.0

o
fe)

o
o

o
»

indice de Tanimoto
(similutud con CPD22)

o
o

0.0
Inhibidores de quinasas Farmacos

Figura 3. Diagrama de cajas y bigotes mostrando la distribucion del indice de Tanimoto para los inhibidores de quinasa y el grupo de farmacos comercializados utilizando
como referencia el CPD22.
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(32). En base a esto, parece probable que el CPD22 se dirija también
al bolsillo de ATP de ILK. Si bien también existe la posibilidad de
que la molécula se dirija a algdn sitio alostérico, dado que el no-
mero de inhibidores desarrollados es considerablemente pequefio,
entre otros factores por la dificultad de su desarrollo, Gnicamente
se considerd la posibilidad de que el CPD22 se dirigiese al bolsillo
de ATP de ILK. Para comprobar esta primera hipétesis se planteo
hacer un andlisis quimioinformadtico de similitud estructural entre
distintos inhibidores de quinasas y el CPD22. Para ello, se preparo
una pequeia base de datos con 56 farmacos inhibidores comercia-
lizados de quinasas, todos ellos dirigidos al bolsillo de ATP (ver ma-
terial suplementario) (32). Ademds, como control negativo para el
experimento de similitud se prepard otra quimioteca con 56 farma-
cos comercializados dirigidos a otras dianas (ver material suple-
mentario).

La estructura bidimensional de las moléculas puede ser
transcrita a una cadena de bits capaz de almacenar informacion
acerca de la presencia o ausencia de cierfos patrones o mofivos. Estas
cadenas de bits se conocen como huellas dactilares o mds comin-
mente en el campo de la quimioinformdtica como fingerprints y se
clasifican segun el tipo de descripcion que hacen de la molécula: es-
tructural, topoldgica, circular, farmacoforica, etc (33).

Para el presente trabajo se seleccionaron las fingerprints
de MACCS que se han empleado con éxito para capturar la infor-
macion bidimensional de moléculas orgdnicas en campaiias de cri-
bado virtual (34). Una vez generadas las huellas, se puede calcular
la similitud estructural entre moléculas a través de distintos indices,
siendo el de Tanimoto uno de los mds empleados en el campo de
descubrimiento de farmacos (Figura 3) (34).
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Tal y como se muestra en el grdfico de la Figura 3, el grado
de similitud medio entre el CPD22 y el grupo de inhibidores de qui-
nasa es moderado, con una media de indice de Tanimoto de 0.54.
Esta es mayor que para el grupo de farmacos no inhibidores de qui-
nasas (0.37), diferencia estadisticamente significativa cuando se re-
aliza la prueba de t de Student (p < 0.005). Ademds, la distribucion
de valores estd mds concentrada en el caso de inhibidores de qui-
nasa, apoyando la hipdtesis de una mayor similitud con el CPD22.
En base a este experimento se concluyé que el CPD22 tiene un grado
de similitud significativo compardndolo con otros inhibidores de qui-
nasa competitivos por lo que el resto de los estudios se llevaron a
cabo en el bolsillo de ATP de ILK.

3.2. Estudios de docking

Para establecer un modo de union entre la ILK y el CPD22
se llevo a cabo un estudio de docking o acoplamiento molecular,
que permite predecir el modo de unin entre un ligando (fdrmaco)
y su diana (macromolécula). Ademds, los cdlculos de docking per-
miten hacer una estimacion sencilla de la energia libre (AG) de
union del complejo ligando-receptor gracias a la funcion de scoring
o tanteo que cuantifica energéticamente las interacciones estable-
cidas.

Como herramienta de docking se empleo el programa
Glide en su modo XP, el cual cuenta con una funcién de tanteo em-
pirica calibrada con datasets que incluyen inhibidores de quinasas,
haciendo de él una herramienta muy itil para este tipo de sistemas
(21). Glide devolvié un total de tres poses, compartiendo un modo
de unién bastante homogéneo y similar (Figura 4) y un rango de
AG de entre -6.262 y -5.09 keal/mol.

Ala338

Val218

Figura 4. Modo de unién predicho mediante cdlculos de docking para el CPD22 en el bolsillo de ATP de ILK. B) Comparacién entre el modo de union del CPD22 y la
molécula de ATP del sitio activo (PDB: 3KMW-). (Para facilitar la lectura de la imagen se muestran dnicamente los hidrégenos polares del CPD22)
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El CPD22 ocupa el bolsillo de ATP, sin embargo, las dis-
tintas ramificaciones que nacen del anillo de pirazol le permiten es-
tablecer interacciones diferentes. Por un lado, la cadena de
2'-carbamoiletilo se pliega hacia el bolsillo donde se aloja el cation
Mg?*, con el que podria llegar a coordinarse a través del par de
electrones del oxigeno del carbonilo, el cual se encuentra también
unido mediante un enlace de hidrégeno a la Lys220 (Figura 4A).
Ademads, la amida se enlaza con el carbonilo del esqueleto de la
Ala338 gracias a su grupo NH. Por otro lado, el N2 del pirazol se
orienta hacia el cation Mg?*, pudiendo llegar a participar en la co-
ordinacion octahédrica a través del par de electrones libre. El modo
de unidn se encuentra estabilizado por una interaccion fuerte y al-
tamente direccional de cardcter ionico y reforzada por enlaces de
hidrégeno entre el cation amonio NH,* del anillo de piperazing, y
el anion carboxilato del residuo de Glu283. Esta union explicaria la
pérdida de actividad cuando esta ramificacion se sustituye con ca-
denas alquilicas o un anillo de morfolina (RW.ERROR - Unable to
find reference:doc:611aa1168f08a5d2e7bd0226). La tercera rami-
ficacion del CPD22, que se corresponde con el sustituyente 4'-tri-
fluorometilbifenilo de la posicion C5 del pirazol, establece
numerosas inferacciones de van der Waals, asi como enlaces CH-17
entre los anillos aromdticos y los residuos de Leu199, Leu207 y
Trp271. Este Gltimo aminodcido también establece un apilamiento-
77 parcialmente desplazado con el 4'-trifluorometilbifenilo, favore-
cido por el fuerte efecto desactivante que ejerce el sustituyente
trifluorometilo sobre el anillo de benceno. Estas observaciones con-
cuerdan con los datos de actividad descritos por los autores, en los
que la pérdida de esta ramificacion o la introduccion de sustituyentes
aromdticos mds grandes como el fenantreno, conducen a pérdida
de la actividad debida a la falta de espacio (RW.ERROR - Unable to
find reference:doc:611aa1f68f08a5d2e7bd0226).

Si bien las ramificaciones en N1y (5 no se posicionan en
las mismas zonas que la molécula de ATP (Figura 4B), si que lo
hacen en regiones que se han explorado con ofros inhibidores de
quinasas de tipo 1y 1.5 (35). Este hecho apoya la propuesta de
modo de union del CPD22 al guardar similitud con otras poses ya
descritas y caracterizadas para otras quinasas.

3.3. Simulaciones de dindmica molecular

Los estudios de docking ofrecen una primera aproxima-
cion bastante fiable acerca del modo de union entre un farmaco y
su diana, sin embargo, el uso de otras técnicas computacionales
como la dindmica molecular (DM), permite apoyar la hipdtesis y
obtener mds informacion. Asi pues, se decidid llevar a cabo simula-
ciones de DM cldsica empleando tres sistemas diferentes, por un
lado, la ILK en su forma apo, la ILK unida a una molécula de ATP
y la ILK en complejo con el CPD22 (Tabla 1). Estas simulaciones per-
miten, ademds, el estudio del mecanismo de accion del farmaco
sobre la diana, ya que dependiendo de la esquela de tiempos de la
simulacion se puede obtener informacion de cambios conformacio-
nales locales o globales sobre la proteina.

Tabla 1. Simulaciones de dindmica molecular realizadas con una
duracion de 500 ns.

Nombre Geometria inicial

ILK-apo Cadena A del PDB 3KMW sin ATP

ILK-ATP Cadena A del PDB 3KMW
ILK-CPD22 Docking

Tras minimizar la energia de cada uno de los tres sistemas
con el fin de encontrar una geometria de partida mds relajada (eli-

A) 5- B)®
— |LK Apo
44 — ILK-ATP 4+ xn *hw
— — |LK-CPD22 —_
O-S.-r 3 = E 34
0 )
) )]
= 2 = 2
[vd 1
i S
ILK-CPD22 RMSD medio
0 T T T 1 0 1 ] ]
0 100 200 300 500 ILK apo ILK-ATP ILK-CPD22

Tiempo (ns)

Figura 5. A) Diagrama de RMSD de los sistemas simulados mediante DM durante 500 ns. B) Diagrama de violines mostrando la distribucion de los valores de RMSD. ***

indica p < 0.0001 en la prueba t de Student comparando con los valores de ILK apo.
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minando contactos cercanos entre dfomos consecuencia del empa-
quetamiento), los tres sistemas se calentaron gradualmente hasta
una temperatura de 289 K para posteriormente llevar a cabo las si-
mulaciones de DM sin restricciones durante 500 ns.

Uno de los pardmetros mds empleados para evaluar la
estabilidad de los complejos en las simulaciones de DM es el cdlculo
de la desviacion cuadrdtica media (RMSD, del inglés Root Mean
Square Deviation) a lo largo del tiempo (Figura 5A). Este pardmetro
mide las fluctuaciones de la posicion de aquellos dtomos distintos
de hidrdgeno compardndola con la conformacion inicial a lo largo
de la simulacion. Su monitorizacion permite comprobar si el sistema
ha alcanzado el equilibrio (manteniéndose estable) o si, por el con-
trario, continda evolucionando hacia otros estados.

Como se observa en la figura 5A, los tres sistemas parecen
alcanzar una situacion mds estable tras aproximadamente 200 ns,
tras los cuales siguen evolucionando, pero sin grandes cambios ni
diferencias notables, validando asi el protocolo de dindmica. Du-
rante este este tiempo, si se analizan mds detenidamente estos
datos, se puede extraer informacion interesante. En primer lugar,
si se estudia detenidamente la evolucion del RMSD a lo largo del
tiempo se puede observar como, aunque se llega a una situacion
relativa de equilibrio, la ILK en su forma apo continida evolucio-
nando hacia valores mds altos hasta el final de la dindmica, y su-
periores a los alcanzados por los otros dos complejos. Esto queda
bien reflejado tanto en la distribucion de valores (Figura 5B) como
en su media, siendo de 2.67 = 0.31,2.79 = 0.19y 2.56 = 0.21 A
para ILK en su forma apo, unida a ATP y a CPD22 respectivamente.
Si bien parece que la presencia del ATP en el bolsillo de ILK conduce
a una leve disminucion de la estabilidad del sistema, la unién del
(PD22 produce el efecto opuesto, aumentando la estabilidad y dis-
minuyendo su flexibilidad general en términos de RMSD. Esto es in-
dicativo de que el CPD22 parece tener la capacidad de estabilizar
la ILK en una de sus conformaciones probablemente inactiva desde
el punto de vista funcional.
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Mientras que el RMSD cuantifica cudnto diverge una es-
tructura (en este caso la proteina) a lo largo del tiempo, el cdlculo
del RMSF (fluctuacién cuadrdtica media, del inglés Root Mean
Square Fluctuation) puede revelar qué dreas del sistema presentan
mayor movilidad (Figura 6).

En general el dominio tipo quinasa de la ILK presenta una
movilidad moderada, con regiones especialmente flexibles como es
el bucle de activacion, lo que concuerda con otros estudios compu-
tacionales previos (36). De acuerdo con el andlisis de RMSF, la pro-
teina no sufre cambios importantes durante el tiempo de simulacion,
lo que sugiere que tanto en presencia como ausencia de ligando se
encuentra en una conformacion estable caracterizada por el motivo
“DFG" en posicion interior y la hélice aC en conformacion exterior,
propia de los inhibidores tipo 1.5 (36). Un segundo motivo impor-
tante para el reconocimiento molecular del sustrato es la region bi-
sagra, ésta se encarga de establecer enlaces de hidrageno con la
base pirica del ATP con aminodcidos como el His280 y Trp271 (Fi-
gura 1B). Tal y como se observa en la Figura 6, esta region presenta
mayor movilidad en el caso de la ILK apo y la ILK unida al CPD22.
Esto es consecuencia del reordenamiento que sufre este bucle ante
la ausencia del ligando original (ATP) o por la incorporacion del
(PD22. Gracias a la plasticidad estructural de la region, el residuo
de Trp271 se aleja del anillo aromdtico del CPD22 y para compensar
el apilamiento 77 se establece, durante gran parte de la simulacion
(Figura 7), un enlace de hidrgeno entre el dtomo de nitrdgeno no
protonado del anillo de piperazina y el grupo NH, de la Asn279,
no observada durante los estudios de docking. Junto al enlace idnico
entre el cation piperazinio y el residuo de Glu238 (Figura 4A) se
puede observar ofra inferaccion especialmente estable que es la de
coordinacion del carbonilo del grupo 2'-carbamoiletilo con el Mg?*,
que se mantiene a lo largo de toda la dindmica con una distancia
media de 2.1 = 0.24 (Figura 7).
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Figura 7. Arriba) Imagen mostrando la interaccion entre el CPD22, las moléculas de agua y el Asp338 con el cation Mg?* de ILK durante la simulacion de DM. Abajo)
Mapa de calor mostrando la distancia de las principales interacciones polares entre el CPD22 e ILK: enlace idnico (distancia entre el O del Glu238 y el N* del anillo de
piperazina), enlace de hidrdgeno (distancia entre el NH, de la Asn279 y el dtomo de N de la piperazina, y la coordinacion con el Mg?* (distancia entre el dtomo de Mg?*

y el dtomo de O del grupo carbonilo del CPD22).

El dtomo de oxigeno del grupo carbonilo pasa a formar
parte de la esfera de coordinacion del metal junto con otras 4
moléculas de agua, completando la coordinacion octaédrica del
metal gracias al dtomo de oxigeno del grupo carboxilato del Asp338
(Figura 7A). La importancia de este grupo carbonilo, ilustrada por
los estudios de dindmica molecular, queda bien reflejada en la
actividad descrita para andlogos sintetizados por Lee y colaborado-
res, en los que la pérdida del grupo carbonilo o la sustitucion de
este motivo por otros con cadenas mds cortas conduce a la pérdida
de adividled (RW.ERROR -  Unable to find
reference:doc:611aa168f08a5d2e7bd0226). De esta forma, el
CPD22 junto con las moléculas de agua del centro pseudoactivo de
la ILK pasarian a suplir el papel que desempefian los dtomos de
oxigeno de los fosfatos del ATP en la coordinacion observada expe-
rimentalmente (Figura 4B).

Este modo de unidn se mantuvo estable durante la mayor
parte de la simulacion de DM (RMSD: 1.86 = 0.31 &) y fue bastante
similar al observado en la simulacion del ATP (1.03 = 0.16). Con

el fin de corroborar si efectivamente este modo de union es el mds
estable, se llevo a cabo una simulacion de templado simulado o si-
mulated annealing. Estas simulaciones comienzan a temperaturas
altas que permitan sobrepasar barreras energéticas del sistema para
poco a poco enfriarse y alcanzar un minimo energético local acer-
cdndose al minimo global (37).

De esta forma, se realizaron 4 ciclos de calentamiento-
enfriamiento del sistema, los cuales convergieron en el mismo modo
de union del CPD22 en el interior de la ILK. Cabe destacar que el
minimo energético alcanzado supone la pérdida del enlace de hi-
drogeno mediado por la Asn279 que se observa durante gran parte
de la dindmica. Sin embargo, éste se ve compensado por ofras inter-
acciones como el apilamiento 77-cation con el residuo de Arg323 y
el anillo de benceno. Se le unen ademds interacciones hidrofdbicas
mediadas por los residuos de Leu199, Leu207, Gly275 y Met327.
Este experimento pone de manifiesto cémo de estable es termodi-
ndmicamente la union del CPD22 en el bolsillo de ATP gracias a las
interacciones previamente descritas.

Tabla 2. Energia de interaccién promedio (keal/mol) y sus contribuciones para el CPD22 y la molécula de ATP en el centro activo de la ILK.

Total VDW 0Q
(PD22 -49.97 -50.75 -16.07
ATP -72.26 -12.18 -95.24

DesolvLigando DesolvReceptor Apolar
2.83 18.47 -4.46
39.83 -0.75 -3.89
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Figura 8. Arriba) Superposicion de las estructuras minimizadas de los ciclos de templado simulado mostrando el modo de unién alcanzado por el CPD22 en el bolsillo de

ATP de ILK. Abajo) Diagrama energético de los ciclos de templado simulado.

La energia libre de union y las contribuciones para los re-
siduos mds importantes dentro del bolsillo de ATP fueron estimadas
teniendo en cuenta no solamente el componente de van der Waals
y eledirostdtico, sino también los componentes de desolvatacion tanto
del ligando como del receptor gracias al software MM-ISMSA (Tabla
2).

Tomando como referencia la molécula de ATP (-72.26
keal/mol), el cdlculo de AG demuestra que a lo largo de toda la si-
mulacion de dindmica molecular el CPD22 muestra una buena afi-
nidad por la ILK dentro del bolsillo de ATP (-49.97 kcal/mol).
Mientras que, para el ligando endégeno (ATP), la AG estd domi-
nada por el término electrostdtico, definido por un potencial de Cou-
lomb (QQ), para el CPD22 lo hacen los componentes hidrofdbicos y
de van der Waals (VDW). Esto es esperable, dado que el ATP porta
un gran nomero de grupos polares y cargados a pH fisioldgico, lo
que ademds se traduce en una elevada energia de desolvatacion en
comparacion al CPD22. Esto se explica porque la optimizacion de
cabezas de serie suele estar acompaiada por el andaje de frag-
mentos, normalmente con componentes hidrofobicos, con el fin de
establecer nuevas interacciones no covalentes que conducen a un
aumento de la entalpia (38). El andlisis detallado de la contribucion
por residuos también revela diferencias relacionadas con la propia
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naturaleza del ligando (Figura 9). Destaca la interaccion direccional
de enlace ionico reforzado por enlace de hidrogeno entre el cation
piperazinio y el residuo de Glu283, que en el caso del CPD22 es una
interaccién clave (> 6 keal/mol) y por tanto de vital importancia
en el proceso de optimizacion del cabeza de serie (Figura 8). Cabe
mencionar también la contribucion de otros residuos polares y car-
gados como Asn193, Asn279 y Arg303 (Figura 9). Esta Gltima mds
importante en el caso del ATP ya que compensa la carga negativa
de los residuos de fosfato.

La estimacion energética que MM-ISMSA hace sobre el ca-
tion Mg”* es de -4.69 + 0.83 y -30.01 = 3.88 kcal/mol para las
moléculas de CPD22 y el ATP respectivamente. Esta se explicaria en
gran parte porque el ATP se une fuertemente al cation gracias a los
tres puntos de coordinacion en los que intervienen al menos tres
dtomos de oxigeno del ATP cediendo densidad electronica (Figura
4B). Este resultado sugiere que la quelacion del metal es clave para
la optimizacion y desarrollo de nuevos inhibidores a través de la
incorporacion de grupos funcionales capaces de coordinarse con el
metal. Del mismo modo, dado que la ILK sélo posee un cation Mg?*,
a diferencia de ofras quinasas y pseudoquinasas que presentan mds
e induso otros metales (39), también supondria una estrategia para
ganar selectividad.
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Figura 9. Contribucion energética a la energia libre de union por residuo para los complejos de ILK-ATP e ILK-CPD22.

En general, los cdlculos de energia libre apoyan también
|a hiptesis de que el CPD22 tiene una buena afinidad por el bolsillo
de ATP de ILK, el cual constituiria su sitio de union apoyando los
resultados obtenidos en el andlisis quimioinformdtico y de DM.

3.4. Ensayos de resonancia de plasmén superficial

La supuesta actividad quinasa de ILK es objetivo de con-
troversia hasta el dia de hoy (40-42). A pesar de que hay autores
que reportan sus constantes enzimdticas, los detractores defienden
que esta es una proteina obtenida de lisados no purificados correc-
tamente con componentes desconocidos (10). Cuando se produce la
proteina recombinante en E. coli o se inmunoprecipita no muestra
ninguna actividad enzimdtica (10). A pesar de todo, parece claro
que de algdn modo la ILK in vivo tiene capacidad de fosforilar dis-
tinfos sustratos entre los que destacan Akt y GSK-3[3 (9,40,43).

Dado que los estudios computacionales apuntan clara-
mente a que el CPD22 es capaz de unirse a ILK y, mds en concreto
a su centro pseudoactivo, se hace necesario el empleo de alguna
técnica que pueda confirmar esta hipétesis y que no se base en las
controvertidas capacidades cataliticas de la enzima.

Para este fin, se decidié utilizar la técnica de resonancia
de plasmén de superficie (SPR, del inglés Surface Plasmon Reso-
nance), la cual permite realizar medidas de afinidad y cinética entre
una macromolécula (ILK) y un analito (CPD22) sin necesidad de
marcajes enzimdticos, fluorescentes o radioactivos (44). Durante el
experimento se inmovilizé en un chip de oro la ILK recombinante
mediante procedimientos estdndar y sequidamente se hizo fluir el
(PD22 a distintas concentraciones con el fin de medir si existe union
a la proteina y su intensidad (Figura 10).

De este ensayo se pudo concluir que, efectivamente, el
(PD22 tiene capacidad de union directa a ILK, tal y como muestra
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Figura 10. Sensograma de SPR mostrando la unién de CPD22 a ILK recombinante.
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el sensograma del experimento (Figura 10). Ademds, la disociacion
del complejo enzima-ligando es bastante rapida, lo que concuerda
con el modo de union tipico de moléculas pequeiias. Si bien no se
pudo determinar con exactitud la constante de afinidad, ya que a
concentraciones altas el CPD22 precipita, ésta se encontraria en un
rango de 450-1150 UM de acuerdo con una estequiometria 1:1y
cinética de Langmuir.

4.CONCLUSIONES

El campo de la quimioterapia antitumoral es un drea muy

activa de investigacion farmacéutica la cual no busca Gnicamente
mejorar tratamientos frente a dianas ya existentes, sino también la
bisqueda de potenciales dianas terapéuticas novedosas que permi-
tan un control mds preciso de la terapia antitumoral.
En este sentido, si bien las proteinas quinasas han sido durante
mucho tiempo la piedra angular de la bisqueda de nuevos farmacos
antineopldsicos, sus homdlogos no funcionales, las pseudoquinasas
suponen un nuevo concepto atractivo y prometedor.

Entre las pseudoquinasas mds relevantes para la ferapia
antineopldsica destaca la ILK, una proteina validada como diana
terapéutica en distintos tipos de cdncer cuyo funcionamiento a nivel
atomico y molecular es bastante desconocido. De cara a poder com-
prender mejor el funcionamiento de esta proteina, se hace necesario
conocer cdmo actia el Onico inhibidor descrito hasta el momento,
el CPD22. Este conocimiento permitiria establecer el mecanismo de
accion de la molécula, un conocimiento vital de cara a su desarrollo
como fdrmaco, asi como racionalizar los resultados experimentales
y servir de base para el disefio de nuevos farmacos.
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El andlisis quimioinformatico de similitud entre el CPD22
y distintos inhibidores de quinasas con respecto a una familia ge-
nérica de farmacos demuestra que esta molécula presenta patrones
estructurales claramente relacionados con el grupo de inhibidores
de quinasas. Esto hace pensar que probablemente actie mediante
la unidn al bolsillo de ATP de la ILK.

Las técnicas de modelado molecular de docking y simula-
ciones de dindmica molecular han permitido proponer un modelo
de union entre el CPD22y la ILK. Este estaria caracterizado por una
serie de interacciones clave entre las que destacan el enlace ionico
con el Glu283, la coordinacion con el cation Mg?* y distintos con-
tactos hidrofdbicos (Figura 11).

El estudio dindmico del sistema permite no sélo estudiar
las interacciones a lo largo del tiempo sino evaluar su impacto en
el modo de union, que ha sido confirmado mediante técnicas de
templado simulado.

Las observaciones exiraidas de estos estudios, asi como
del cdlculo de energia libre por componentes mediante MM-ISMSA
correlaciona perfectamente con los datos experimentales observados
por el grupo que desarrollé el CPD22. Esto supone, por un lado, la
validacion de nuestro modelo y, ademds, la primera prueba de que
probablemente el CPD22 inhibe ILK de forma directa por unidn a
su sitio activo, estabilizando una conformacién de la enzima. Por
otro lado, de cara a la optimizacion y bisqueda de nuevos farmacos
hemos puesto de manifiesto la importancia que podria jugar la
interaccion con el cation Mg?* presente en ILK y no en otras pro
teinas homalogas.

s 2
J}K Arg323
o)
N S,ﬂ\}‘eluzss
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Figura 11. Modelo de interaccion propuesto para el CPD22 con ILK
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Ademds, los estudios de SPR han demostrado que, efecti-
vamente el CPD22 se une de forma directa a ILK, por tanto, confir-
man nuestra hipotesis inicial y ponen de manifiesto el potencial de
las técnicas computacionales empleadas en combinacion.

De este modo, este trabajo supone el primer estudio ex-
haustivo y de comprension de la union del CPD22 a la pseudoqui-
nasa ILK demostrando, que efectivamente, la molécula actia por
union directa a la enzima, y mds concretamente a su sitio activo.
De esta forma, se abre la puerta a la optimizacion y bisqueda de
nuevos y mejores farmacos, asi como aquellos estudios encaminados
a comprender mds en profundidad el papel de la ILK en el cuerpo
humano utilizando el CPD22 como herramienta bioquimica.
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