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RESUMEN

Los LYTACs (L¥sosome TArgeting Chimeras) son una novedosa estrategia farmacolégica basada en la
degradacion dirigida de proteinas extracelulares y transmembrana. Su mecanismo de accion se basa en la
utilizacion de un receptor de membrana para internalizar a una proteina diana y promover su degradacion
lisosomal. Hasta la fecha, su desarrollo se ha basado en el uso de anticuerpos para la union a la proteina
diana, lo cual presenta ciertas desventajas desde el punto de vista farmacocinético y sintético. El objetivo de | Palabras Clove:
este trabajo es disefiar un LYTAC capaz de inducir la degradacion selectiva de MMP-2 (LYTAC-MMP2), una
metaloproteasa de la matriz que se encuentra sobreexpresada en diversos tipos de cdncer. LYTAC-MMP2 estg | LYTAC

formado por un ligando del receptor de manosa-6-fosfato independiente de cationes (CI- MPR) y un inhibidor | M/Ps . )
selectivo de MMP2 previamente descrito. Se han empleado métodos computacionales de modelado por | dedradacion de profeinas
homologia, dockingy dindmica molecular para estudiar el receptor CI-MPR y su mecanismo de internalizacion, dinémico moleculr

asi como para la comparacion del comportamiento dindmico libre en agua de un ligando de CI-MPR descrito

en la bibliografia y el LYTAC-MMP2. Keynors:
LYTAGs
ABSTRACT MMPs

LYTACs (LYsosome TArgeting Chimeras) are a novel pharmacological strategy based on the targeted protein | protein degradation
degradation of extracellular and transmembrane proteins. Their mechanism of action is based on the use of a | molecular dynamics
membrane receptor to internalize a target protein and mediate its lysosomal degradation. To date, its
development has been focused on the use of antibodies for target binding, which has cerfain disadvantages
from the pharmacokinetic and synthetic point of view. The aim of this work is to design a LYTAC capable of
inducing the selective degradation of MMP-2 (LYTAC-MMP2), a matrix metalloprotease that is overexpressed
in many types of cancer. LYTAC-MMP2 consists of a cation-independent mannose-6-phosphate receptor (Cl-
MPR) ligand and a selective MMP-2 inhibitor, previously described, developed by our research group.
Computational methods of homology modelling, docking and molecular dynamics have been used to study the
CI-MPR receptor and its internalization mechanism, as well as for the comparison of the dynamic behaviour in
water of a CI-MPR ligand described in the literature and LYTAC-MMP2.
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1. INTRODUCCION

Los organismos inferiores y superiores constan de una
maquinaria celular especifica con la que mantienen un equilibrio
entre la expresion y la degradacion de proteinas para el correcto
funcionamiento celular. En células eucariotas, los principales
sistemas son el Sistema Ubiquitina-Proteasoma (UPS) y el sistema
endo-lisosomal (1).

El UPS estd formado por un conjunto de enzimas que se
encarga del marcaje de proteinas intracelulares con moléculas de
ubiquitina, y por la proteasoma 26S cuya funcion es el
reconocimiento de estas proteinas ubiquitinadas y su posterior
degradacion (2). Por ofro lado, el papel del sistema endo-lisosomal
es la degradacion de proteinas extracelulares o de membrana que
han sido previamente glicosiladas (3). La disfuncion de ambos
sistemas se ha visto relacionada con el origen de procesos
patoldgicos tales como el cdncer y enfermedades neurodegenerativas
(especialmente en la enfermedad de Alzheimer), por lo que tanto
el estudio de su funcionamiento, como la bisqueda de ligandos que
puedan modular su actividad, se ha convertido en uno de los campos
que mds interés estd despertando en los Gltimos afios en el dmbito
del descubrimiento de farmacos (2).
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1.1 Sistema endo-lisosomal para la degradacion de
proteinas

En las células eucariotas, las vias endocitica y secretora

estdn organizadas en varios compartimentos celulares conectados
a través de pequefias vesiculas. Entre sus funciones fisioldgicas se
encuentran el mantenimiento de la composicion lipidica y proteica
de la célula, el transporte de componentes a/desde la membrana
plasmdtica, asi como el control del tamario y composicion de distintos
orgdnulos. Ambas vias presentan un componente comin, el
lisosoma. Estos son orgdnulos dcidos encargados del metabolismo
degradativo de macromoléculas extra e intracelulares en procesos
endociticos, fagociticos y autofdgicos, respectivamente (4). Ademds,
estdn formados por un conjunto de enzimas hidrolasas, proteasas,
glicosidasas y lipasas en las que recae su capacidad degradativa (5).
La via endo-lisosomal (Figura 1) comienza con la
invaginacion de la membrana plasmatica, ya sea a través de un
mecanismo mediado por clatrina o por receptores de membrana, y
la consecuente formacion de una pequefia vesicula en el interior de
la célula. Esta vesicula se fusiona con una endosoma temprano, cuyo
interior ligeramente dcido propicia la disociacion de la
macromolécula extracelular endocitada y su receptor. En este punto,
el receptor puede ser devuelto a la membrana o incorporarse a la

" Clathrin
coated
vesicle

Late
Lysosome endosome

npH <5.0 pH <6.0

Early
~ endosome

Clathrin coated
vesicle

Figura 1. Representacion grdfica de la via endo-lisosomal mediada por los receptores CI-MPR y CD-MPR. Imagen extraida del articulo de L. J. Olson et al. (5)
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red frans-Golgi (TGN; “frans-Golgi Network"). Mientras tanto, la
endosoma temprano madura a endosoma tardio donde comienza
la degradacion de la carga endosomal, que terminard en los
lisosomas (6).

Las enzimas lisosomales se sintetizan en el reticulo
endoplasmatico y el complejo de Golgi y, a continuacion, entran a
formar parte de la TGN. Para que estas enzimas sean transportadas
hasta los lisosomas deben estar glicosiladas con residuos de
manosa-6- fosfato (M6P), o bien, con fosfodiésteres de manosa-6-
fosfato N-acetilglucosamina (Man-P-GlcNAc),(7) que hardn que
sean reconocidas y transportadas por el receptor de manosa-6-
fosfato independiente de cationes (CI-MPR) o por el receptor de
manosa-6- fosfato dependiente de cationes (CD-MPR) (8). Ademds,
a pH fisioldgico, CI-MPR también puede encontrarse en la
membrana plasmdtica y mediar la endocitosis tanto de hidrolasas
lisosomales extracelulares como de otras proteinas no glicosiladas
(Figura 2) (6).

1.2 Receptor de manosa-6-fosfato independiente de
cationes (CI-MPR)

CI-MPR es un receptor transmembrana de 300 kDa
implicado en diversos procesos fisioldgicos relacionados con la
génesis lisosomal, el trdfico intracelular y extracelular de proteinas,
asi como la regulacion del crecimiento y movilidad celular (5).
Asimismo, ha sido estudiado como diana para el tratamiento del
cdncer y enfermedades lisosomales (9).

Las principales localizaciones subcelulares de este receptor
son el aparato de Golgi (90%) y la membrana plasmdtica (10%),
en esta Gltima cumple una funcion fundamentalmente endocitica
(10). Ademds de internalizar hidrolasas extracelulares glicosiladas,
presenta como sustratos al factor de crecimiento de insulina I
(IGF2), plasmindgeno y fibronecting, entre otros (11). IGF2 es un
pequefio polipéptido similar estructuralmente a la insulina que lleva
a cabo funciones relacionadas con la migracion, diferenciacion,
crecimiento y supervivencia celular debido a su interaccion con el
receptor de factor de crecimiento de insulina I (IGFIR) (12). Dada
la relevancia bioldgica de IGF2, CI-MPR también puede recibir el
nombre de receptor del factor de crecimiento de insulina Il (IGF2R),
puesto que es capaz de disminuir la concentracion extracelular de
este a nivel local y circulante (10).

CI-MPR (Figura 2a) se compone principalmente de 15
dominios extracelulares de unos 150 aminodcidos cada uno que
presentan una estructura conservada de barril B y a los que se les
denomina dominios homdlogos del receptor de manosa-6-fosfato
(MRH), puesto que presentan entre un 15y 38% de identidad de
secuencia (13). A pesar de esto, tan solo los dominios MRH3, 5, 9y
15 reconocen azdcares derivados de manosa (14). Su sitio de union
estd altamente conservado y se compone principa mente por la
secuencia “QREY” (Glutamina, Arginina, dcido Glutdmico, Tirosina),
clave para el reconocimiento de este azicar. Los aminodcidos
glutamina (Q), arginina (R) y tirosina (Y) estdn localizados en las
ldminas B3, B8 y B9, respectivamente, mientras que el dcido
glutdmico (E) lo estd en el Loop D (entre las Idminas 38 y B9)
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Figura 2. (A) Esquema del receptor CI-MPR adaptado del trabajo de L. J. Olson et a/. (5) Las flechas indican la posicion de los dominios de reconocimiento de azdcares.
(B) Estructura general de un dominio de reconocimiento de azicares (dominio MRH3, extraido del PDB c6digo 15Z0). Esta imagen ha sido generada con PyMOL (16)
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Figura 3. (A) Alineamiento de las secuencias de los dominios MRH3, MRH5, MRH9 y MRH15 llevada a cabo con Clustal Omega (19). (B) Estructuras tridimensionales de
los dominios MRH3 (izquierda, azul), MRH5 (centro, naranja) y MRH (derecha, violeta) depositadas en el PDB bajo los cédigos 1520, 6V02 y 6232, respectivamente. El
ligando M6P se muestra en color amarillo (c6digo PDB 1SZ0), mieniras que la glicosilacion del dominio MRH9 (c6digo PDB 6232) aparece en rosa. En la parte inferior,
se muestra una superposicion del sitio de union a azicares donde se destaca la secuencia consenso “QREY”. El dominio MRH15 ha sido omitido porque no se dispone de

estructura cristalogrdfica. Estas imdgenes han sido generadas con PyMOL (16).

(Figura 2b). No obstante, como se puede observar en el
alineamiento de secuencias mostrado en la Figura 3a, los dominios
MRH3, 5y 9 presentan la secuencia “QREY” completa, mientras que
MRH15 posee un residuo de valina en vez de arginina (15).

A pesar de su elevada homologia, ligeros cambios
estructurales en el sitio de union a manosa hacen que estos dominios
difieran en cuanto a su especificidad por el sustrato. Los dominios
MRH3 y MRH9 reconocen especificamente a monoésteres de
M6P(14) (17) mientras que el dominio MRH5 es exclusivo de
fosfodiésteres de Man-P-GIcNAc,(7) y MRH15 reconoce tanto a
monoésteres como a fosfodiésteres.(15) Los dominios MRH5 y
MRH15 no presentan un enlace disulfuro adyacente al sitio de union
de manosa, mientras que MRH3 y MRH9 si, por lo que el bolsillo es
de mayor tamaiio y puede abarcar ligandos mds voluminosos como
los fosfodiésteres de Man-P-GlcNAc (7, 15). Por otro lado, los
dominios MRH3 y MRH9 contienen aminodcidos clave para la
interaccion con monoésteres de M6P. El dominio MRH3 presenta un
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residuo de S386 (codigo PDB 1SZ0) que interacciona con el grupo
fosfato de M6P, cuya posicion ocupa la H1320 (c6digo PDB 6Z32) en
el dominio MRH9 (Figura 3b) (17). El residuo H1320 ha sido descrito
como un aminodcido esencial para la especificidad de este dominio
por monoésteres de M6P,(18) Asimismo, en el caso de MRH3, la
cooperacion entre los dominios MRH1-3 hace que incremente en
1000 veces la afinidad por este sustrato (7). En el caso de MRH15,
aunque no se dispone de estructura cristalogrdfica, ha sido estudiada
la naturaleza de la interaccion de este dominio con M6P. En 2015,
L. J. Olson et al. (15) construyeron un modelo del dominio MRH15
y mediante estudios de mutagénesis establecieron que el residuo
R2170, que se encontraba cerca del sitio de union a manosa, era
clave para el reconocimiento de M6P.

El resto de los dominios extracelulares de CI-MPR no
reconocen azucares a pesar de su elevada homologia. El dominio
MRH1 tiene como ligando enddgeno al receptor activador de
plasmindgeno (uPAR), MRH2 al plasmindgeno, MRH11 a IGF2 y
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Figura 4. Principales hipétesis de conformacin del receptor CI-MPR. (A) “Hipétesis de dimerizacién”. (17) Cada monémero contiene los dominios MRH7-MRH11 (c6digo
PDB 6Z32). La dimerizacion se establece mediante el dominio MRH9 de un monémero y el dominio MRH9' del ofro. Su formacién es posible gracias a las glicosilaciones
presentes en ambos monémeros, el oligosacdrido de color rosa corresponde al mondmero MRH9, mientras que el naranja a MRHY'. Los enlaces de hidrogeno estdn re-
presentados por lineas negras. (B) Hipdtesis de “conformacion pistola”. Basada en la estructura tridimensional de os dominios MRH4-14 unidos a IGF2 de origen bovino
resueltos por difraccion de rayos X (cddigo PDB 6UM2). El esquema es una adaptacién del descrito en el trabajo de X. Li et al. (21) Los esquemas se han creado en
Biorender.com. Las estructuras en 3D se han obtenido con PyMOL (16)
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MRH13 a fibronectina. La funcion especifica que desempefian los
dominios no mencionados es ain desconocida (5, 20).

Existen varias hipotesis en torno a la disposicion
tridimensional que debe adquirir el receptor para que este pueda
ser internalizado en la célula. En 2020, el grupo de investigacion
de A. Bassim Hassan y M. P. Crump (17) resolvi6 por primera vez la
estructura de los dominios MRH7 a MRH11 humanos utilizando
difraccion de rayos X (codigo PDB, 6232). En este cristal, el dominio
MRH9 se encontraba glicosilado en el residuo D1312 con un
oligosacdrido de manosa y glucosa, lo que provocaba la formacion
de un dimero estabilizado a través de las interacciones establecidas
entre la glicosilacion del dominio MRH9 de un mondmero y el sitio
de union a M6P del dominio MRH9 del otro (Figura 4a). Por otro
lado, en ese mismo afio, X. Li et al. resolvieron por crio- microscopia
electrénica (Cryo-EM) la estructura de los dominios MRH4 a MRH14
del receptor CI-MPR bovino (cddigo PDB, 6UM2) unido a IGF2 (21).
En este caso, el domino MRH9 no se encuentra dimerizado puesto
que en la estructura no se aprecian glicosilaciones, sino que adquiere
una “conformacion de pistola”. Adicionalmente, se observa que la
interaccion de IGF2 con el dominio MRH11 podria estar estabilizada
por los dominios MRH6 y MRH8 (Figura 4b).

Debido a la alta complejidad estructural del receptor Cl-
MPR, su gran tamafio y la gran cantidad de ligandos enddgenos
con los que interacciona, no se ha llegado a un consenso sobre su
mecanismo de internalizacion. Asimismo, se dispone de escasa
informacion estructural. Un articulo publicado por R. G. MacDonald
et al (11) apoya la hipétesis de dimerizacion del receptor,
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demostrando experimentalmente que una serie de ligandos
multidentados con residuos de manosa eran capaces de promover
la dimerizacion del receptor y, con ello, la internalizacion y
degradacion de IGF2. De este modo, catalogaron a IGF2 como
“passenger ligand” o ligando polizon. En esta misma linea, L. M.
Ali et al. (22) disefiaron un ligando de este receptor capaz de
aumentar su internalizacion y ademds estudiaron su
comportamiento dindmico en disolucion e in silico mediante técnicas
de espectroscopia NOESY (“Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy’)
y dindmica molecular, respectivamente. Este ligando consta de un
grupo fluordforo, seis unidades de y-péptido y tres colas acabadas
en manosa-6-fosfonato (M6Pn), que se unirdn a los dominios de
reconocimiento de azdcares del receptor (Figura 5). El cambio de
M6P por M6Pn no compromete el modo de union del ligando al
receptor CI-MPR y dicha modificacion se llevd a cabo principalmente
para impedir la degradacion del grupo fosfato por las fosfatasas
plasmaticas.

1.3 Estrategias de degradacion dirigida a proteinas:
LYTACS
El enfoque tradicional para el tratamiento de
enfermedades consiste en la modulacion de la actividad de una
profeina con una molécula pequefia, que puede actuar como
agonista o como antagonista. Sin embargo, alrededor del 75% del
proteoma humano no es susceptible de ser modulado con moléculas
pequeiias, lo que se conoce como “wndruggable proteome”, y por
ello surgio la estrategia de degradacion dirigida de proteinas

Figura 5. Estructura del ligando del receptor CI-MPR disefiado por L. M. Ali et al. (22). Los residuos de M6Pn se encuentran representados en azul, unidos a ellos a través
de un espaciador, se encuentran los monémeros del y-péptido (amarillo); y, por dltimo, en verde, el grupo fluorescente.
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(“Targeted Protein Degradation”, TPD).(23) Esta consiste en
aprovechar la maquinaria degradativa de las células con el fin de
disminuir la concentracion de una proteina de interés, ya sea
intracelular, extracelular o de membrana.(24) Hoy en dia, se hace
un uso mds amplio de la estrategia TPD, pues no se limita al
“undruggable  proteome”, sino a calquier proteina
terapéuticamente relevante.

Uno de los métodos de degradacion selectiva de proteinas
mds utilizado consiste en el reclutamiento del UPS mediante unas
moléculas hereobifuncionales llamadas “PROfeolysis TArgeting
Chimeras” (PROTACs). Estos compuestos median la ubiquitinacion
de proteinas citosolicas y su posterior degradacion por la proteasoma
26S (25). Por ofro lado, recientemente se ha descrito una nueva
tecnologia con la que se recluta al sistema endo-lisosomal para la
degradacion de proteinas extracelulares mediante unas moléculas
a las que se ha denominado “LYsosome TArgeting Chimeras”
(LYTAGs). Los LYTACs son capaces de unirse simultdneamente a un
receptor fransmembrana y a una proteina de inferés y asi mediar
su infernalizacion celular y su posterior degradacion lisosomal (26).

Estos receptores pertenecen a la familia de receptores
dirigidos al lisosoma (“Lysosome Targeting Receptors”, LTRs) y
facilitan el transporte de proteinas a este orgdnulo celular. Hasta la
fecha, solo el receptor CI-MPR y el “Asialoglycoprotein receptor”
(ASPGR) han sido utilizados en la tecnologia LYTAC. (9, 27) Ambos
son receptores que poseen dominios de reconocimiento a azicares,
no obstante, mientras CI-MPR tiene como sustratos azdcares
derivados de M6P (como ya se ha mencionado en el apartado

anterior), los sustratos de ASGPR son azdcares derivados de N-
acetilgalactosamina  (GalNAc). Otra diferencia entre ambos
receptores es su distribucion tisular, mientras que CI-MPR es un
receptor ubicuo, ASGPR es exclusivamente hepdtico (9). En este
trabajo nos centramos en el estudio del receptor CI-MPR.

En el afio 2020, C. Bertozzi et al. (28) desarrollaron una
prueba de concepto de la tecnologia LYTAC. Carloyn Bertozzi ha
obtenido el Premio Nobel de Quimica en el aiio 2022 por el
desarrollo de la quimica click y la quimica bioortogonal y sus
aplicaciones para el estudio de diferentes sistemas bioldgicos, entre
ofros, los LYTACs (29). Para ello, disefiaron una serie de moléculas
capaces de unirse simultdneamente a la porcion extracelular del
receptor CI-MPR y a varias proteinas tanto extracelulares, como de
membrana (Figura 6). En primer lugar, disefiaron un LYTAC basado
en un polimero de M6P (20-90 unidades) y biotina como ligandos
de unién a CI-MPR y NeutrAvidina-647 (proteina fluorescente),
respectivamente (Figura 6a). De este modo demostraron la
posibilidad de mediar la degradacion lisosomal de una proteina
usando una molécula pequeiia como ligando. Adicionalmente,
consiguieron degradar ApoE4, una proteina extracelular implicada
en el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer, acoplando el
polimero de M6P a un anticuerpo anti-apoE4. Ademds de proteinas
extracelulares, lograron la degradacion lisosomal del receptor del
factor de crecimiento endotelial (EGFR) que se ubica en la
membrana plasmética (Figura 6b).

1.4 MMP-2 como posible diana terapéutica de LYTACs

Figura 6. Ejemplos de los primeros LYTACs disefiados por C. Bertozzi et al. (28). (A) Estructura de un LYTAC con un polimero de M6P (poly(M6Pn)) como ligando de unién
a CI-MPR y con biotina (verde) como ligando de unién a la proteina fluorescente NeutrAvidina-647. (B) Representacion esquemdtica del mecanismo de accién de un
LYTAC que media la degradacion lisosomal del receptor de membrana EGFR (izquierda). A la derecha, los resultados de un ensayo Western Blot, en el que se observa
degradacién de EGFR en presencia del LYTAC (Ab-2). Las imdgenes han sido extraidas del articulo de C. Bertozzi et al. (28).
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Las Metaloproteasas de la Matriz (MMPs) son una familia
de endopeptidasas dependientes de zinc responsables de la
remodelacion de la matriz extracelular. (30) Estas enzimas juegan
un papel fundamental a nivel fisioldgico y fisiopatoldgico, ya que
estdn involucradas en la proliferacion, diferenciacion, apoptosis
celular y angiogénesis, por lo que una desregulacion de sus niveles
se ve relacionada con la aparicion de procesos metastdsicos,
inflamatorios y de crecimiento tumoral (31).

Esta familia se puede dividir en seis subfamilias en funcion
de la especificidad de sustrato: colagenasas (MMP-1, 8, 13y 18),
gelatinasas (MMP-2 y 9), estromelisinas (MMP-3, 10, 11, 27),
matrilisinas (MMP-7 y 26), asociadas a membrana (MMP-14, 15, 16
y 24), metaloelastasas (MMP-12) y otras (MMP-19, 20, 21, 23 y 28)
(32, 33).

Las enzimas MMP-2 y MMP-9 degradan el coldgeno tipo
IV, que es el componente principal de la matriz extracelular (32).
MMP-2 es una diana validada para el tratamiento de muchos fipos
de cdncer, pues su sobreexpresion estd relacionada con la invasion
tumoral, metdstasis y angiogénesis. (33) Por el contrario, a pesar
de su similitud estructural y funcional, MMP-9 estd involucrada tanto
en procesos oncogénicos como antitumorales por lo que su eficacia
como diana contra el cdncer estd en entredicho. Por esta razon,
diferentes grupos de investigacion se centran en el disefio y sintesis
de inhibidores selectivos de MMP-2 para el tratamiento del cdncer
(34-36).

Este trabajo tiene como finalidad el disefio computacional
de un LYTAC para la degradacion selectiva de MMP-2. Esta molécula
deberd poseer la capacidad de unirse simultdneamente a MMP-2y
al receptor transmembrana CI-MPR, que serd el encargado de su
internalizacion y de su transporte hasta los lisosomas, donde se
degradard. En este trabajo se han llevado a cabo estudios
computacionales y se han alcanzado los siguientes objetivos:

* Andlisis detallado de las estructuras cristalogrdficas
depositadas en el Protein Data Bank (PDB) (37) para
estudiar las diferentes conformaciones que puede
adoptar CI-MPR en presencia y ausencia de ligandos
enddgenos.

* Estudio del modo de union de M6P a los dominios de
reconocimiento de azdcares de CI-MPR (MRH3, 5,9y 15).

* Disefio de un LYTAC basado en la estructura del ligando
propuesto por L. M. Ali et a/. (22) y un inhibidor de MMP-
2 desarrollado previamente descrito (36).

e Estudio del comportamiento dindmico y andlisis
conformacional del LYTAC- MMP2 y posterior
comparacion con el ligando de CI-MPR descrito por L. M.
Ali et al. (22).
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2. MATERIALES Y METODOLOGIA

2.1 Andlisis Cristalogrdfico

En primer lugar, se realizd una bisqueda de las
estructuras cristalogrdficas del receptor CI-MPR en la base de datos
PDB (Tabla 1), (37) con el objetivo de analizar los modos de union
de sus ligandos enddgenos utilizando PyMOL (16).

En general, se seleccionaron aquellas estructuras que
presentaban mejor resolucion, una secuencia de aminodcidos mds
completa y que, ademds, incluyeran los ligandos de interés: M6P e
IGF2. No obstante, también se analizaron estructuras con una peor
resolucion pero que aportaban informacion clave acerca de la
disposicion espacial de los dominios del receptor, como por ejemplo
la estructura con el cddigo 6UM2. Esta estructura fue obtenida por
Cryo-EM a pH fisiolégico con una resolucion de 4.32 A e indluye los
dominios MRH4-14 adoptando una “conformacion de pistola”,
ademds, el ligando IGF2 se encuentra unido al dominio MRH11,
por lo que se utilizo para analizar su modo de unidn.

Con el fin de estudiar el reconocimiento de azicares por
parte del receptor, se analizaron las estructuras : 1520, 6V02 y 6232.
El cristal 1SZ0, de origen bovino, fue obtenido por difraccion de
rayos X con una resolucion de 2.10 A. Este comprende los dominios
N- terminales del receptor (MRH1-3) y se utilizé para estudiar el
modo de unién de M6P al dominio MRH3. Por ofro lado, el cristal
6V02 (resolucion 2.46 A) engloba a los dominios MRH1-5, pero no
presenta al ligando M6P unido al dominio MRH5, por lo que para
analizar su modo de union se tuvo que recurrir a técnicas de docking
molecular (Apartado 2.3). Los dominios MRH7-11 estdn cristalizados
y depositados en PDB: 6232 (3.47 &), en el que se observa una
dimerizacion del receptor a través de glicosilaciones pertenecientes
al dominio MRHY. Esta estructura apoya la hipotesis de la necesidad
de dimerizacion de CI-MPR para que este pueda ser internalizado
por la célula. Por Gltimo, no hay depositada ninguna estructura en
el PDB del Gltimo dominio de reconocimiento de azicares, dominio
MRH15. Por esta razén y por su poca accesibilidad al encontrarse
muy proximo a la membrana, se concluyd no estudiarlo como sitio
de union al LYTAC.

2.2 Modelado por homologia

El dnico cristal de un dominio de reconocimiento de
azdcares unido a M6P depositado en el PDB es 1SZ0 y este es de
origen bovino. Puesto que los dominios MRH3 bovino y humano
presentan una homologia del 78.9%, se realizo un modelado por
homologia con el servidor SwissModel (38) utilizando el cristal 1520
como molde. Posteriormente, se compard el modo de union de M6P
en el cristal y en el molde mediante superposicion en PyMOL.
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Tabla 1. Estructuras del receptor CI-MPR, depositadas en el PDB, que han sido utilizadas para el desarrollo de este trabajo.

2.3 Docking molecular

Este es un estudio computacional que pretende predecir
el modo de union mds favorable de un ligando a su proteina diana,
mediante la exploracion de las diferentes conformaciones que el
ligando puede adoptar con el objetivo final de determinar la
afinidad y actividad de estos. Para ello, se prepara una “grid” (39)
de un tamario preestablecido en la proteina diana, la cual consiste
en energias de interaccion pre- calculadas entre la proteina y una
serie de sondas atémicas que exploran el sitio de union del ligando.
Para llevar a cabo este estudio se empleo la interfaz grdfica de la
Suite de Schrodinger, MAESTRO (40).

Esta técnica se utilizo para predecir el modo de union de
M6P a los dominios MRH5 y MRH9, puesto que este ligando ya se
encuentra unido a MRH3 en el cristal 1SZ0. No obstante, se decidio
llevar a cabo el docking de M6P en el dominio MRH3 (1SZ0) para
validar el uso de la técnica. Por un lado, el ligando se prepard
usando la herramienta LigPrep, (41) en la que se tuvieron en cuenta
los dos posibles estados de protonacion del grupo fosfato del residuo
de manosa (cargas -1y -2). Por otro lado, se usé la herramienta
Protein Preparation Wizard (42) para preparar los dominios MRH3
(1SZ0), MRH5 (6V02) y MRH9 (6232), es decir, se afiadieron
protones, se modelaron las cadenas laterales de aminodcidos que
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faltaban y se corrigieron los estados de protonacion de los residuos
de las proteinas a pH 7. Posteriormente, se construyd una grid de
tamaiio suficiente para abarcar el sitio de union a manosa de los
tres dominios y se centrd en la secuencia consenso “QREY”. Como
dltimo paso, se realizé el docking con la herramienta Glide (43).

Los resultados obtenidos fueron analizados
cwalitativamente utilizando PyMOL y cuantitativamente mediante
los valores de Docking Score obtenidos para cada una de las poses
del ligando en la proteina.

2.4 Dindmica molecular (MD)

La dindmica molecular se basa en cdlculos tedricos de
mecdnica molecular para obtener una trayectoria en la que la
posicion y velocidad de los diferentes dtomos del sistema varian en
funcion del tiempo de simulacion. El campo de fuerzas utilizado es
AMBER 20 (44). Esta metodologia permitio determinar la
estabilidad del modo de union del ligando M6P en el dominio MRH3
(c6digo PDB 1SZ0), asi como estudiar el comportamiento dindmico
libre en agua del ligando de CI-MPR diseiiado por L. M. Ali et al.
(22) y el LYTAC-MMP2.

Antes de llevar a cabo las simulaciones de dindmica
molecular, los ligandos fueron parametrizados con mecdnica
cudntica utilizando el programa Gaussian 09 (45). Se optimizd su
geometria y, en un segundo paso, se les calculd la distribucion de
cargas puntuales ajustando el potencial electrostdtico molecular
(MEP) obtenido a un modelo con ayuda de un método intrinseco de
este programa.

A continuacidn, los sistemas (ligando libre o complejo
proteina-ligando) fueron preparados utilizando el software de
AMBER 20 (44). Puesto que los ligandos contienen un azécar
fosfatado y que el dominio MRH3 de CI-MPR presenta

pH fisiologico
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glicosilaciones, se emplearon simultdneamente campos de fuerza
para glicidos, GLYCAM_06j-1 (46) y para proteinas, Protein.ff19SB
(47).

En un primer paso, los sistemas se minimizaron en vacio
utilizando Sander (44) con el fin de eliminar posibles anomalias
estructurales de las moléculas. A continuacion, se solvataron las
estructuras en octaedros truncados de agua TIP3P (“ Three-site
Tranferrable Intermolecular Potencial’) con un nimero total de
moléculas de agua que dependerd del tamaiio del sistema con la
consiguiente adicion de contraiones para neutralizar su carga. Tras
la obtencion de los sistemas solvatados, estos se minimizaron de
nuevo con Sander para evitar problemas derivados de posibles
interacciones desfavorables entre los iones y las moléculas de agua.
Posteriormente se llevo a cabo una fase de calentamiento en la cual
los sistemas pasaron de una temperatura de 100K a 300K en 20
picosegundos (ps). En esta fase solo se permitié el movimiento de
las moléculas de agua, pues se aplico una fuerza de 50 Kcal/mol
para mantener inmvil a todos los dtomos del soluto. El Gltimo paso,
aunque previo a la produccion de la dindmica, consiste en una fase
de equilibrado en cinco pasos de 100 ps. Durante estos cinco pasos,
la restriccion inicial del soluto se fue reduciendo lo que permitié una
mejor interaccion entre éste y las moléculas de agua, las cuales se
fueron disponiendo sobre la superficie accesible al disolvente del
soluto. Para finalizar, se ejecutd la simulacion de dindmica molecular
de diferentes periodos de duracion segin el sistema molecular.

Las dindmicas moleculares fueron analizadas con el
médulo cpptraj de AMBER 20 (44) con el que se extrajeron los
conformeros mayoritarios de cada sistema.

Dindmica molecular del complejo MRH3-M6P

Se llevé a cabo una simulacion de 100 nanosegundos (ns)
del cristal 150 para analizar la estabilidad del modo de union de

pH fisiologico

Figura 7. Valores de pKa y distribucion de microespecies a pH fisioldgico (7.4) de un residuo de M6Pn (A) y uno de M6P (B) calculados con Marvin Sketch (48)
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M6P al dominio MRH3. Para el ligando M6P se selecciond como
estado de ionizacion -2 preferente, puesto que es el que mejor
resultado dio en el dockingy el mayoritario a pH fisioldgico (Figura
7b). Se mantuvieron los dominios MRH1 y MRH2, ya que ha sido
descrito su importante papel en la estabilizacion del modo de union
(7).

Dindmica molecular del ligando de CI-MPR y del LYTAC-

MMP2

Las simulaciones de dindmica molecular de ambos ligandos
libres en agua fueron de 200 ns. El ligando de CI-MPR fue simulado
con carga neutra puesto que es la carga que se le asignd en las
simulaciones de dindmica molecular mostradas en el articulo de
referencia, con el objetivo de comparar los resultados (22). Sin
embargo, tras un cdlculo de pKa con Marvin Sketch (48). se determind
que los estados de protonacion mds probables en agua para M6Pn
eran -1y -2 (Figura 7a). Teniendo en cuenta esta prediccion, el
LYTAC- MMP2 se simuld tanto con carga -3 como con carga -6, ya
que presenta tres residuos de M6Pn.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 ANALISIS DE LOS DOMINIOS DE RECONOCIMIENTO
DE AZOCARES DE CI-MPR

Este andlisis tiene como objetivo determinar cudl de los

cwatro dominios de reconocimiento de azlcares presentes en el

receptor CI-MPR es el mds plausible para la inferaccion con un LYTAC.

En primer lugar, como la nica estructura depositada en
el PDB de un dominio de reconocimiento de azicares unido a M6P
era de origen bovino (cédigo PDB 15Z0), se decidi6 realizar un
modelado por homologia de la proteina humana usando este cristal
como molde. El modelo obtenido con Swissmodel (38) presentaba
una alta homologia (78.9%) con los dominios MRH1, 2 y 3 de
origen bovino, asimismo, los aminodcidos claves para la interaccion
con M6P (secuencia “QREY”) se encontraban en la misma disposicion
espacial (Figura 8). Por esta razon, se decidié emplear la estructura
del dominio MRH3 depositada en el cristal 1SZ0 para el resto del
estudio computacional, pues no se esperaban diferencias
significativas en el modo de union a M6P o en su comportamiento
en simulaciones de dindmica molecular.

3.1.a Estudio del modo de union de M6P a los dominios
MRH3, MRH5 y MRH9

El modo de union de M6P a los dominios MRH5 y MRH9
se estudio mediante técnicas de docking molecular. Con el fin de
validar este método para este tipo de macromoléculas, se empled
el cristal 1SZ0 como control.

Los cristales empleados para la realizacion del docking
fueron: 1SZ0 (dominios MRH1, MRH2, MRH3), 6V02 (dominio
MRH5) y 6232 (dominio MRH9). En el caso del ligando, se tuvieron
en cuenta sus estados de protonacion mds probables, que son -1y
-2. En la siguiente tabla (Tabla 2) se muestran los mejores resultados
obtenidos del docking en funcion del estado de protonacion de M6P
y el dominio de reconocimiento de azdcares.

MRH3

MRH?

Figura 8. (A) Modelo de los dominios MRHT, 2 y 3 humanos obtenidos con Swissmodel,(38) usando el cristal 1520 como molde. Las zonas mds conservadas estdn repre-
sentadas en azul, mientras las de menor homologia en narania. (B) Superposicion con PyMOL (16) del dominio MRH3 del cristal 1520 (cian) y el dominio MRH3 humano
obtenido (gris). Se muestra el modo de unién del ligando M6P (amarillo) y la secuencia “QREY”. Los enlaces de hidrdgeno estdn representados con lineas negras.
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Tabla 2. Resultados del docking molecular del ligando M6P con diferentes estados de protonacion en los dominios MRH3, MRH5 y MRH9. Los
datos de “ Docking Score” hacen referencia a la energia de interaccion ligando-proteina y estd en Kcal/mol.

Dominio Carga del ligando “ Docking Score” (Kcal/mol)
-1 -6.55
MRH3 -2 -1.125
-1 -1.3
MRH5 -2 -6.5
-1 -5.054
MRH9 -2 -6.709

El resultado de docking del ligando M6P en el dominio
MRH3 reproduce la pose encontrada en el cristal 1SZ0 (Figura 9b).
La carga del ligando parece no influir en la conformacion que
adopta éste en el sitio de unidn, no obstante, cuando presenta carga
-2 la union es ligeramente mds favorable energéticamente (Tabla
2). En ambos casos, se establecen cuatro enlaces de hidrégeno
intermoleculares entre el anillo de manosa y las cadenas laterales
de E416, Y324 y 348. Ademds, el grupo fosfato interacciona con
la R391 a través de un enlace ionico reforzado con enlace de
hidrégeno y con el grupo amino del esqueleto de S386 (Figura 9a).

En el caso del dominio MRH5, a pesar de que
energéticamente el modo de union del ligando es favorable (Tabla
2), éste no explora el sitio de union a azicares del dominio (Figura
10). Este resultado podria ser debido a que MRH5 es especifico de
fosfodiésteres de Man-P-GlcNAc y a que el bolsillo es ligeramente
mds grande por la ausencia de un puente disulfuro.

Por Gltimo, los resultados de docking en el dominio MRH9
muestran que la unién de M6P con carga -2 es mds favorable, puesto
que establece un mayor nGmero de interacciones (Tabla 2). M6P con
carga -1 establece dos enlaces de hidrogeno entre el anillo de

MG6P (carga -1)

MG6P (carga -2)

Figura 9. (A) Resultados de docking del ligando M6P (magenta) con cargas -1y -2 en el dominio MRH3 (cian, cddigo PDB 15Z0). (B) Superposicién del mejor resultado
de docking de M6P (magenta) en el dominio MRH3 (cian) y el cristal 1SZ0 (M6P en amarillo). Los enlaces de hidrégeno estdn representados con lineas negras. Las

imdgenes han sido generadas con PyMOL (16)
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MG6P (carga -1)

MG6P (carga -2)

Figura 10. Resultados de docking del ligando M6P (magenta) con cargas -1y -2 en el dominio MRH5 (narania, codigo PDB 6V02). Ademds, se muestra el ligando M6P
(amarillo) extraido del cristal 1SZ0 y superpuesto en este dominio. Los enlaces de hidrogeno estdn representados con lineas negras. Las imdgenes han sido generadas

con PyMOL (16)

manosa y las cadenas laterales de Y1255 y E1345, ademds de un
enlace ionico reforzado con enlace de hidrdgeno entre R1325 y el
grupo fosfato. Por otro lado, la M6P con carga -2 establece tres
enlaces de hidrdgeno entre el anillo de manosa y las cadenas
laterales de Q1283 y E1345, ademds de otro entre el grupo fosfato
y el grupo amino del esqueleto de H1320 (Figura 11).
Adicionalmente a este estudio, se consideraron las dos
hipétesis de internalizacion del receptor CI-MPR (17, 21) para
concretar cudl seria la mds plausible para la interaccion con un
LYTAC. La hipotesis de dimerizacion del receptor se sustenta en el
aislamiento de los dominios MRH7-MRH11 dimerizados a través de
una glicosilacion en el dominio MRH9 (c6digo PDB 6232) de dos
mondmeros adyacentes (Figura 4a). Por otro lado, los dominios

MRH4-MRH14 de origen bovino se resolvieron por Cryo-EM (codigo
PDB 6UM2) unidos a IGF2 y se encontraban en “conformacion
pistola” (Figura 4b). Aunque ambos cristales fueron resueltos a pH
fisiologico, el dominio MRH en la estructura 6232 presentaba una
glicosilacion completa acabada en un residuo de manosa en N1312
(Figura 3b) que hacia posible la dimerizacion, mientras que en la
estructura encontrada bajo el codigo 6UM2 estas glicosilaciones se
reducian a un solo monosacdrido de 2- acetamido-2-deoxi-f3-D-
glucopiranosa (NAG). En este Gltimo caso, la ausencia de
glicosilaciones completas podria imposibilitar la formacion de un
dimero, lo que podria dar lugar a una interpretacion sesgada del
proceso fisioldgico.

MG6P (carga -1)

-

* H1320

C1349 C1319

MG6P (carga -2)

Figura 11. Resultados de docking del ligando M6P (magenta) con cargas -1y -2 en el dominio MRH9 (violeta, c6digo PDB 6232). Los enlaces de hidrégeno estdn repre-

sentados con lineas negras. Las imdgenes han sido generadas con PyMOL (16)
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Ademds, se encontrd en el dominio MRH3 (c6digo PDB
1520) una glicosilacion de NAG en el residuo N365, muy proximo
al sitio de union de la M6P, lo que abriria la posibilidad de observar
una dimerizacion andloga a la encontraba en la estructura 6232 si
la glicosilacion fuese completa.

Dados los resultados de docking y el estudio de
dimerizacion de CI-MPR, se concluyo que la interaccion LYTAC-
receptor era mds probable a través del dominio MRH3, tanto por
su especificidad por monoésteres de manosa como por su
accesibilidad. No obstante, no se debe descartar la posibilidad de
que el ligando de CI-MPR descrito por L. M. Ali et al. (22) (Figura
5), al poseer tres residuos derivados de manosa, interaccione con
mads de un dominio del mismo mondmero del receptor.

A continuacion, se decidio estudiar la estabilidad del modo
de union de un Gnico residuo de M6P en el dominio MRH3 mediante
simulaciones de dindmica molecular libre en agua usando el
software AMBER?20.(44) Para ello, se seleccioné la estructura 1520
que incluia ademds los dominios MRH1y MRH2, que se mantuvieron
durante la simulacion ya que tienen un papel cooperativo en el
modo de union del ligando.(7) En cuanto a M6P, solo se tuvo en
cwenta el estado de protonacion -2, puesto que fue el que mejor
energia de interaccion obtuvo en los resultados de docking
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(Tabla 2). Con el fin de evaluar la estabilidad del complejo se
extrajeron ocho conformeros y se analizé la desviacion cuadrdtica
media (" Root-Mean-Square Desviation”, RMSD) entre la proteina
y el ligando. El porcentaje de distribucion de los conformeros a lo
largo de los 20 ns de simulacion es de 33.9% para el conformero 1
(1), 29.3% para 2, 17.8% para 3, 7.4% para 4, 5.6% para &,
5.2% para c6, 0.7% para 7 y 0.2% para 8. Se seleccionaron cuatro
de los ocho conformeros obtenidos, puesto que representaban
diferentes modos de union del ligando M6P al dominio MRH3
(Figura 12).

En el conformero mayoritario (c1) destaca la formacion
de un enlace de hidrdgeno intramolecular entre uno de los oxigenos
del grupo fosfato y un grupo hidroxilo del anillo de manosa. Esta
interaccion impide que el grupo fosfato interaccione con el esqueleto
de S386, tal y como estd descrito en la bibliografia (17). sin
embargo, se pierde en el resto de conformeros. Ademds, se
establecen cinco enlaces de hidrdgeno intermoleculares entre el
anillo de manosa y las cadenas laterales de los residuos Q348, Y421,
E416 y R391. En el conformero c4, el enlace de hidrogeno
intramolecular desaparece y en su lugar se forma un enlace de
hidrogeno entre el grupo hidroxilo de Y421 y el anillo de manosa
(Figura 12).

‘n
Q348 R391 %%,

Y421

Figura 12. Conférmeros representativos del modo de unién del ligando M6P (amarillo) en el dominio MRH3 (cian, cddigo PDB 15Z0) extraidos de una simulacion de 20
ns de dindmica molecular. Los enlaces de hidrdgeno estdn representados con lineas negras. Las imdgenes han sido generadas con PyMOL (16).
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Gréfica 1. Representacion grdfica de la variacion del RMSD (&) en funcion del tiempo de simulacién (20 ns) del complejo formado entre los

dominios N-terminales de CI-MPR (MRH1, MRH2 y MRH3) y M6P.

Aunque los conformeros ¢7 y 8 no sean cuantitativamente
representativos en la simulacion, se observa una serie de
interacciones interesantes para estabilizar el modo de union del
ligando (Figura 12). En ambos casos, el grupo fosfato establece un
enlace idnico reforzado con enlace de hidrdgeno con la cadena
lateral del residuo K358. Ademds, en el conférmero ¢8 se observan
dos enlaces de hidrogeno adicionales entre el grupo fosfato y la
cadena lateral del residuo Q356 y el grupo amino del esqueleto de
$386.

EI RMSD mide la variacion en la posicion de los dtomos
de una molécula empleando una conformacion dada como
referencia. En este caso, la estructura de referencia es la encontrada
en el cristal 1SZ0. La representacion del RMSD (&) frente al tiempo
de simulacion (ns) (Grafica 1) muestra que el modo de unién de la

M6P al dominio MRH3 es estable, puesto que tan solo se desvia 1.5
R de media respecto a la estructura de referencia (linea verde).
Debido al mayor tamafio y flexibilidad de los dominios MRH1, MRH2
y MRH3 en comparacion con M6P, la grdfica (linea azul) sufre mds
fluctuaciones y desviacin respecto a la estructura de referencia en
este (aso.

3.2 Disefio de un LYTAC para la degradacion selectiva
de MMP-2 (LYTAC- MMP2)

Con la informacion estructural disponible, se procedio al
disefio de un LYTAC combinando la estructura del ligando de CI-
MPR propuesto por L. M. Ali et a/. (22) y la de un inhibidor selectivo
de MMP-2 previamente descrito (Figura 13) (36). Para ello, se

sustituyd el grupo fluoréforo (seialado en verde, Figura 5) del

/ HO_oH
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Figura 13. Estructura del LYTAC-MMPZ2. Los residuos de M6Pn se encuentran representados en azul, unidos a ellos a través de un espaciador, se encuentran los monémeros
del y-péptido (amarillo); y, por Gltimo, en morado, el inhibidor selectivo de MMP-2
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ligando de CI-MPR por el inhibidor de MMP-2. El punto de anclaje
del inhibidor se selecciond cvidadosamente para que no influyese
en su modo de union a la enzima.
3.3 Comportamiento dindmico del ligando de CI-MPR y
del LYTAC propuesto

L. M. Ali et al. (22) estudiaron el comportamiento del
ligando de CI-MPR (Figura 5) en una disolucion de tampan fosfato
50 mM mediante técnicas de espectroscopia NOESY. Posteriormente,
utilizaron los resultados obtenidos como restricciones para las
simulaciones de dindmica molecular del ligando, usando agua como
solvente implicito y el software AMBER16 (49). Por el contrario, en
este trabajo no se aplicaron restricciones en las simulaciones de
dindmica molecular, se empled agua como solvente explicito y se
utilizd una version mds actualizada del software AMBER (AMBER
20) (44).

La finalidad del estudio fue la de estudiar el
comportamiento dindmico libre en agua del ligando de CI-MPR y
compararlo con el del LYTAC-MMP2.

3.3.a Diamica molecular del ligando de CI-MPR

En el articulo publicado por L. M. Ali et al. (22). se ejecut6
la dindmica molecular del ligando de CI-MPR con carga neutra, por
lo que se decidio mantener este estado de ionizacion a pesar de no
ser el mayoritario a pH fisiolégico (Figura 7) de acuerdo con los
resultados obtenidos con el programa Marvin Sketch (48).
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Se llevé a cabo una simulacion de dindmica molecular lo
suficientemente larga para observar grandes cambios
conformacionales en la molécula, concretamente, su duracion fue
de 200 ns (10000 pasos). Para su andlisis se extrajeron doce
conformeros con diferentes porcentaies de distribucion: 64.8% para
(1, 13.2% para 2, 12.3% para (3, 6.3% para ¢4, 1.81% para ¢S,
0.74% para ¢6, 0.33% para 7, 0.21% para ¢8, 0.11% para 9,
0.05% para c10, 0.04% para <11y 0.02% para ¢12. De acverdo
con estos resultados, el ligando puede adoptar conformaciones a lo
largo de la simulacion de dindmica molecular, en las que se
establezcan un mayor nimero de interacciones intramoleculares o
“conformacion cerrada” o conformaciones en las que sus partes
constituyentes se encuentren mds distanciadas entre si o
“conformacion abierta”. La conformacion abierta deja accesibles los
residuos de manosa para su interaccion con el receptor, por lo que
se considera la conformacion bioactiva.

La mayoria de los conformeros extraidos presentan una
disposicion cerrada, caracterizada por apilamientos 77-77 entre los
monomeros del y-péptido, asi como por interacciones de enlace de
hidrdgeno entre los grupos polares de la molécula. En la Figura 14a
se muestran el conformero mayoritario (c1) en una conformacion
cerrada y el “conférmero bioactivo” (¢8). Como se puede observar,
la conformacion bioactiva tan solo se explora en un 0.21% de la
dindmica.
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Figura 14. (A) Conférmero mayoritario (c1) y conférmero bioactivo (c8) extraidos de 200 ns de dindmica molecular del ligando de CI-MPR. Las imdgenes han sido
generadas con PyMOL (16). (B) Representacién grdfica de la variacion de RMSD (A) frente al tiempo de simulacién (200 ns) del ligando de CI-MPR (22) en agua.
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Adicionalmente, se represent la variacion del RMSD del
ligando a lo largo del tiempo de simulacién (Figura 14b). Se utilizé
una conformacion abierta del ligando como estructura de referencia,
con el objetivo de que fuese similar a la conformacion bioactiva. Se
considera que dos conformaciones son lo suficientemente similares
si la variacion del RMSD es igual o inferior a 2 A. En este caso, la
posicion media de los dtomos del ligando se desvia entre 2.5 Ry
4.5 A respecto a la conformacion inicial, por lo que ésta no se vuelve
a explorar a lo largo de la dindmica.

3.3.b Dindmica molecular del LYTAC-MMP2

La molécula propuesta estd formada por tres extensiones
en su estructura acabadas en residuos de M6Pn como ligando de
union al receptor CI-MPR, una cadena de y-péptido como estructura
base y un inhibidor para reclutar a la proteina de interés, MMP-2
(Figura 13).

La produccion de la dindmica molecular, asi como el
andlisis de los resultados se llevo a cabo de forma andloga al
ligando de CI-MPR, no obstante, al contrario que en el caso anterior,
para las simulaciones de dindmica molecular del LYTAC se tuvo en
cwenta el estado de protonacion del grupo fosfonato. Como ya se
indicd en el apartado de Materiales y Métodos, a pH fisioldgico el
grupo fosfonato se encuentra en un 88.6% con carga -1y en un
11.4% con carga -2 (Figura 7). A pesar de esto y con el objetivo de
poder comparar el comportamiento dindmico del ligando de CI-MPR
y el LYTAC, se decidio modelar también con carga neutra.

Desafortunadamente, la dindmica del compuesto con carga neutra
fallé por problemas en el término electrostdtico y, por lo tanto, los
datos no se muestran en este trabajo.

Dindmica molecular del LYTAC-MMP2 (6 = -3)

El estado de protonacion -3 seria el mayoritario para el
LYTAC a pH fisioldgico, puesto que dispone de tres residuos
terminales de M6Pn.

Al igual que en el caso anterior, se extrajeron doce
conformeros con los siguientes porcentajes de distribucion: 35.7%
para c1,16.51% para c2, 13.9% para 3, 12.83% para ¢4, 10.06%
para ¢5, 3.3% para c6, 2.43% para 7, 1.71% para 8, 1.37% para
9, 1.07% para 10, 1.05% para ¢11y 0.06% para c12. En este
caso, la dispersion de los resultados es mayor, lo que indicaria un
mayor nimero de cambios conformacionales representativos a lo
largo de la dindmica. El conformero mayoritario (c1) (Figura 15a)
se encuenfra en una conformacion cerrada estabilizada
principalmente por apilamientos 77-17 entre el y-péptido y ligando.
En cambio, los conformeros 3 y c11 presentan una disposicion
espacial mds cercana a la bioactiva. Por un lado, aunque la
disposicion de los residuos de M6Pn del conformero (3 pudiesen
permitir la union al receptor, el inhibidor de MMP-2 se encuentra
inaccesible debido al establecimiento de inferacciones
intramoleculares con el y-péptido. Por ofro lado, el conformero c11,
aunque es minoritario, adopta la conformacion extendida necesaria
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Figura 15. (A) Conformeros representativos extraidos de 200 ns de dindmica molecular del LYTAC-MMP2 con carga -3. Las imdgenes han sido generadas con PyMOL.(16)
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(B) Representacién grdfica de la variacién de RMSD (A) frente al tiempo de simulacidn (200 ns) del LYTAC-MMP2 con carga -3 en agua.
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para que el compuesto pueda unirse a ambas dianas.

La desviacion conformacional del LYTAC a lo largo de la
dindmica respecto a la conformacion bioactiva de referencia oscila
entre 3y 6 A (Figura 15b). Sin embargo, en ocasiones llega a ser
menor a 2 &, por lo que se podria concluir que el LYTAC si es capaz
de explorar ocasionalmente la conformacion bioactiva a lo largo de
la simulacion.

Dindmica molecular del LYTAC-MMP2 (& = -6)

El estado de ionizacion -2 para los residuos de M6Pn dan
como resultado una microespecie minoritaria del LYTAC a pH
fisiolagico. No obstante, ya que en el organismo existen regiones
con pH superior al fisioldgico y que el porcentaje de distribucion de
la M6Pn a este estado de ionizacion pasa de 11.4% (pH 7.4) a 34%
(pH 8), se decidio que el estudio de su comportamiento dindmico
era bioldgicamente relevante.

En este caso, los doce conformeros extraidos tienen una
distribucion de: 71.17% para c1, 11.37% para c2, 4.88% para ¢3,
3.8% para 4, 2.13% para 5, 1.61% para ¢6, 1.45% para 7,
1.01% para 8, 0.87% para ¢9, 0.71% para 10, 0.54% para c11
y 0.45% para c12. Teniendo en cuenta estos datos y el andlisis visual
del conformero mayoritario (c1) (Figura 16a), el LYTAC se mantiene
en una conformacion cerrada durante prdcticamente foda la
dindmica.
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Aunque no se vea representado en la Figura 16b, el LYTAC
es capaz de explorar conformaciones mds abiertas, como las
representadas por los conformeros c6 y <11 (Figura 16a). Ademds,
curiosamente, se aprecia una disminucion paulatina del valor de
RMSD a lo largo de la simulacion lo que llevaria a pensar que, si se
alargara el tiempo de simulacion, el LYTAC podria llegar a explorar
la conformacion inicial o bioactiva.

4. CONCLUSIONES

Mediante el estudio estructural del receptor CI-MPR se han
propuesto argumentos para apoyar la hipotesis de la dimerizacion
del receptor a través de glicosilaciones terminadas en residuos de
M6P. Asimismo, se ha propuesto al dominio MRH3 como dominio
de reconocimiento de azdcares mds plausible para la interaccion del
receptor con un LYTAC. Se ha demostrado mediante técnicas de
docking que la interaccion entre éste y la M6P estd favorecida
energéticamente en comparacion con los resultados obtenidos para
los dominios MRH5 y MRH9. Del mismo modo, mediante
simulaciones de dindmica molecular se ha propuesto un modo de
union de M6P al dominio MRH3 que permanece estable a lo largo
del tiempo se simulacion.
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Figura 16. (A) Conférmeros representativos extraidos de 200 ns de dindmica molecular del LYTAC-MMP2 con carga -6. Las imdgenes han sido generadas con PyMOL (16).
(B) Representacion grdfica de la variacién de RMSD (A) frente al tiempo de simulacién (200 ns) del LYTAC-MMP2 con carga -6 en agua.
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Por otro lado, se ha disefiado un LYTAC basado es un ligando de
(I-MPR previamente descrito en la bibliografia, que razonadamente
podria tener utilidad para la degradacion de MMP-2 (LYTAC-MMP2).
El andlisis conformacional del LYTAC-MMP2 muestra un
comportamiento similar al del ligando de CI-MPR de referencia, sin
embargo, no se han reproducido los resultados descritos en la
bibliografia. La razén podria ser la falta de datos de los NOE que
L. M. Ali ef al. (22) aplicaron como restricciones para llevar a cabo
las simulaciones de dindmica molecular del ligando de CI-MPR. Las
principales diferencias en el comportamiento dindmico entre el
LYTAC-MMP2 y el ligando de referencia han surgido debido a la
presencia del inhibidor de MMP-2 y su capacidad de interaccionar
con el resto de la molécula mediante interacciones de tipo 77-77 entre
sus grupos aromaticos. Para continuar este trabaio, se llevard a cabo
la simulacion de dindmica molecular del LYTAC-MMP2 con carga
cero, para poder asi compararla con las simulaciones realizadas en
este frabajo y tras la optimizacion de la estructura, se planteard su
sintesis y posterior evaluacion bioldgica.
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