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ESTUDI ESTRUCTURAL PER MODELITZACIO MOLECULAR

CAPITOL 2. ESTUDI ESTRUCTURAL PER MODELITZACIO
MOLECULAR.

Tal com s’ha comentat a la introduccié, per validar el plantejament d’aquest treball i
poder visualitzar quines son les modificacions estructurals concretes que induim en
introduir els lactams dipeptidics a la cadena del péptid model, hem dut a terme uns
estudis estructurals teorics mitjangant modelitzacié molecular.

Existeix una gran diversitat de tecniques computacionals en funcié de la propietat que
es vol estudiar. Per als nostres objectius varem decidir emprar un “simulacié de
temprat iteratiu” (lterative simulated Annealing, ISA). Aquesta técnica és de les
anomenades “técniques classiques”, que no consideren els electrons, si no que
consideren que els atoms que componen un model material es poden descriure com
un conjunt de particules que interaccionen entre si d’acord amb les lleis de la
Mecanica Classica. Com que no es consideren explicitament els graus de llibertat
electronics, sén técniques computacionalment molt menys costoses, fet que permet la
seva aplicacio fins i tot a I'estudi dinamic de sistemes grans, estudis que no es poden
fer amb técniques quantiques.

2.1. Tecniques classiques

A continuacd es resumeixen les caracteristiques de les quatre “técniques classiques”

més emprades.

2.1.1. Temprat Simulat ("Simulated Annealing")*®

Aquesta técnica es va descobrir com un meétode per a resoldre el problema
d’optimitzacio de les funcions on la millor solucié s’ha de trobar entre un gran nombre
de possibilitats. La seva aplicacié en la cerca de I'espai conformacional consisteix en
iniciar la simulacié portant I'estructura optimitzada a una temperatura elevada i anar
disminuint-la fins a arribar a una temperatura suficientment baixa com per que el
sistema estigui en un minim. La velocitat de descens de la temperatura ha de ser
suficientment lenta com per a permetre un estat de semiequilibri termodinamic en cada

etapa. El procés es pot implementar fen servir el métode de Monte Carlo, o bé

% Tesis doctoral de Josep Canté Silva, "Utilitzacié i desenvolupament metodologic d'eines basades en la
dinamica molecular aplicades a l'estudi estructural de péptids", Departament d'Enginyeria Quimica,
Universitat Politécnica de Catalunya 1999.
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directament sobre les trajectories de Dinamica Molecular, tot i que, en qualsevol dels
dos casos, existeix una dependeéncia critica front a la velocitat de refredament. Per
tenir la seguretat de trobar un minim global, es necessitaria un descens de la
temperatura molt lent i unes etapes a temperatura constant suficientment llargues en el

temps per a poder arribar a I'equilibri termodinamic.

2.1.2. Temprat Simulat Iteratiu ("lterative Simulated Annealing")

El temprat simulat iteratiu consisteix en acoblar al final de cada procés de refredament
un altre d’escalfament molt més rapid, de forma que s’obté un procés ciclic. Cada cicle
origina una estructura. Aquesta estructura és la inicial del cicle segtent i es minimitza
de manera paral-lela. Un cop minimitzada 'estructura, aquesta passa a formar par del
conjunt d’estructures finals que seran analitzades. L’escalfament del sistema es
realitza de manera més rapida que el refredament per augmentar, aixi, de manera
brusca, I'energia del sistema i afavorir el pas a una zona diferent de [l'espai

conformacional.

2.1.3. Dinamica molecular

Aquesta metodologia es basa en I'aplicacié directa de les equacions de moviment de
Newton o Langeyn per descriure I'evolucio temporal d’'un sistema. La idea essencial es
qgue el camp de forces aplicat permet avaluar no tan sols I'energia per una configuracioé
nuclear, siné també la forca que actua sobre cada particula a partir del gradient de
'energia potencial. Emprant les lleis de la Mecanica Classica es poden predir, la
posicié que ocupara i la velocitat que tindra cadascuna de les particules en un temps
determinat. Analitzant succesivament en el temps la for¢ca sobre cada particula i fent
una estimacié de la seva posicid i velocitat futures, es poden obtenir un conjunt
d’estructures que representen I'evolucié temporal del sistema a una temperatura
determinada.

Per a iniciar una Dinamica Molecular (DM) s’ha d’indicar unes coordenades i unes
velocitats inicials. Les coordenades es poden obtenir, per exemple, d’'una estructura
minimitzada, mentre que les velocitats es calculen aleatoriament, seguint una
distribuci6 de Maxwell, a la temperatura de referéncia. S’han proposat nombrosos
algoritmes per a la integraci6 de les equacions de la DM. El més conegut és el metode
de la diferéncia finita proposat per Verlet, en el qual medeix les posicions atbmiques a
temps t+At a partir de les forces i posicions a temps anteriors. Aquest metode és
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relativament rapid donat que requereix només una avaluacié de la forga per cada pas,
essent aquesta avaluacié la que més temps de calcul requereix.

Un punt clau per a que es pugui aplicar en la practica aquesta metodologia, és I'eleccio
del temps d’integracié, donat que aixd implica I's de calculs numeérics, aixi que
aquests han de ser petits. Aquest temps ve determinat per I'escala temporal dels
moviments més rapids en la simulacio, que corresponen a I'streching dels enllagos.
Aix0 implica que el temps d’integracié sigui de lordre de femtosegons. Com a
consequencia, I'escala de temps real que es pot aconseguir en la simulacié és de
'ordre de nanosegons, tenint en compte que la durada de la simulacié6 comporta la
realitzaci6 de milers de calculs per a avaluar I'energia potencial de les diferent

conformacions.

En la simulaci6 de una Dinamica Molecular, un aspecte important és el tipus de
contorn que s’utilitza. Existeixen tres situacions generals a emular: a) sistema en el
buit, no existeix cap dissolvent implicit i les interaccions es produeixen Unicament entre
els atoms del sistema. L'efecte d’apantallament del dissolvent es representa mitjancant
una constant dieléctrica, b) sistema rodejat per una esfera de solvatacié, i c) sistema
en condicions de contorn periddiques.

En funcié de les condicions inicials el sistema efectuara una exploracié diferent de
'espai conformacional accessible. Malgrat aquesta consideracio, la Dinamica
Molecular és una técnica enormement valuosa per a determinar un conjunt de
conformacions representatives del sistema molecular. Aixd és posible degut a que el
sistema pot, tedricament, travessar barreres energétiques, fet que permet I'estudi
conformacional de molécules. El coneixement de I'espai conformacional accesible d’'un
peptid permet definir amb precisio els seus patrons de reconeixement farmacoforics al
llarg del temps. A més, pot emprar-se per a corroborar les estructures tridimensionals

determinades per ressonancia magnética nuclear.

2.1.4. Monte Carlo

Aquesta tecnica, a diferencia de la Dinamica Molecular, considera el temps com una
variable. Es basa fonamentalment en la llei de Boltzmann, segons la qual, les
conformacions energéticament més estables son les que estaran ocupades per un
nombre més gran de molecules. Aixi, aquest métode genera de forma aleatoria una
serie de conformacions per les particules que composen el sistema molecular.
L’energia de cada conformaci6 s’avalua a partir del camp de forces. Si I'energia és

menor que la corresponent a la de la conformacié original, és acceptada com a
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conformaci6é de minima energia. En cas contrari, encara existeix una certa possibilitat
que aquesta molécula sigui considerada com a representativa del sistema, essent
aquesta probabilitat més gran quan menor sigui la diferéncia energética de la nova

conformacio respecte a la conformacio original.

Es important remarcar que, malgrat les diferéncies en el formalisme dels métodes de
Dinamica Molecular i de Monte Carlo, I'exploracié de I'espai conformacional de
sistemes en equilibri proporcionada per ambdues técniques es identica en el cas de
que el mostreig sigui prou llarg. Els sistemes d’aplicacio6 i la informacié que es pot
obtenir del métode de Monte Carlo és molt semblant a les explicades per una
Dinamica Molecular suficientment llarga. El fet que no es consideri el temps com a
variable fa que la Dinamica Molecular sigui més adient quan linterés es centra en
I'evolucié dinamica d’'una propietat del sistema. D’altra banda, els metodes de Monte
Carlo permeten establir un control més directe de les variables conformacionals que
defineixen el sistema. Aixi, aquests dos métodes han resultat ser molt valids per a
I'estudi de molécules petites 0 bé amb un elevat grau de rigidesa estructural.

2.2. Precedents

A la literatura es troba descrita I'analisi estructural de 'MT2. Aixi Hruby et al. '®

demostraren que I'heptaciclopéptid conté un gir de tipus beta-Il format pels aminoacids
Asp®-His®-D-Phe’-Arg®, i consideraren que el lloc actiu de MT2 era precisament aquest
gir beta-ll. Igualment, consideraren molt important per l'activitat un n-stacking que

observaren entre I'anell benzénic de la D-Phe’ i I'imidazole de la His®.%°

Figura 2.1. Estudi conformacional de MT2 descrit per Hruby et al '

A. Superposicié de conformacions que mostra el gir beta centrat en els residus His-D-Phe.

B. Conformacié que mostra la disposicié paral-lela a I'espai dels anells aromatics de His i
de D-Phe.

% Calculs realitzats amb “Torsion-angle-dinamics” (TAD) simulated annealing.
100 Ying, J.;Kévér, K. E.; Gu, X.; Han,G.; Trivedi, D. B.; Kavarana, M. J.; Hruby, V. J., Biopolymers, 2003,
71,696-716.
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Per realitzar els calculs, Hruby et al, fan servir el métode TAD (Torsion-angle-
dynamics) conjuntament amb un métode especific de “simulated annealing” descrit per
Nilges et al.”" usant el software ARIA (Ambiguous Restraint for Iterative Assignment)
en el programa CNS. Fan servir dades de ressonancia magneética nuclear per restringir

distancies i angles.'®

Malgrat tot, s’han descrit estudis estructurals sobre derivats de I'MT2 que no
coincideixen en el tipus de gir beta existent. Entre ells, cal destacar els estudis fets per

Nikiforovich et al.'®

sobre a-MSH i analegs ciclics d’aquesta en que proposa un model
conformacional per la uni6 amb el receptor i transduccié del senyal, en que les
cadenes laterals de His®, L/D-Phe’ i Trp® formen una superficie hidrofobica i la cadena
lateral d’Arg® estaria orientada lluny d’aquesta. Aquest caracter anfifilic al voltant de la

1'% en les seves

“sequiencia missatge” en a-MSH va ser també observat per Pettitt et a
simulacions de dinamitzacié molecular. En aquests estudis, s’observava un gir beta de

tipus | centrat en els residus de His®-Phe’ per I'a-MSH.

Estudis d’analegs lineals de 'MT2 que contenien substitucions en la posicié 6, van
mostrar un gir beta de tipus | per Asp-His®-D-Phe’-Arg®i de tipus I' per Asp®-GIn®-D-
Phe’-Arg®. Més recentment, un estudi per ressonancia magnética nuclear i
modelitzacié molecular van mostrar un possible gir en forma de V al voltant dels
residus Nal’/Phe’-Arg®-Trp® en analegs ciclics d'a-MSH en metanol.' Per tant, en la
majoria d’estudis esmentats es recolza la teoria d’'un gir revers en la regi6 de la
sequeéncia activa d’'a-MSH, encara que poden diferir en el tipus de gir i la posici6
exacta d’aquest.

Figura 2.2.A. Superposici6 de Figura 2.2.B. Possible gir en forma
diverses conformacions d'a-MSH amb de E}/ cegntrat en els residus D-Phe’-
possible gir beta de tipus I. Arg™-Trp".

191 Nilges, M.; Macias, M. J.; O’'Donoghue, S. I.; Oschkinat, H., J. Mol. Biol., 1997, 269, 408-422.
192 Nikiforovich, G. V.; Sharma, S. D.; Hadley, M. E.; Hruby, V. J., Biopolymers, 1998, 46, 155-167.
198 prabhu, N. V.; Perkyns, J. S.; Pettitt, B. M.; Hruby, V. J., Biopolymers 1999, 50, 255-272

1% Elipe, M. V. S.; Mosley, R. T.; Bednarek, M. A.; Arison, B. H., Biopolymers, 2003, 68, 512-527.
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Aixi, encara que empren substrats una mica diferents, es posa de manifest una certa

discrepancia en la categoritzacio del tipus de gir.

2.3. Plantejament

Els estudis que altres autors han dut a terme fins al present s’han centrat principalment
en modificacions sobre la porci6é del gir beta de la molecula, ja que és el centre actiu.
D’aquests estudis i de forma molt resumida, se’n despren que modificacions de la D-
Phe’, I'Arg® i el Trp® no son dtils degut a que modifiquen l'activitat, mentres que
substitucions de la His® per altres residus mostren que el grup imidazole de la His® no
és necessari per a I'activitat del péptid.'*

La modificacié de D-Phe’ per altres residus aromatics voluminosos, com per exemple
D-Nal(2’)” transforma compostos agonistes en antagonistes sobre els receptors MC3R
i MC4R.”" En el cas de l'antagonista SHU-9119, els anells d’His® i de D-Nal’ no
presenten el n-stacking que presentaven els compostos amb D-Phe’ i hi ha algunes
desviacions en els angles dihedres respecte els estandards de tipus beta-Il.'®
Aquestes diferéncies estructurals, poden ser atribuides a unes interaccions
hidrofobiques més fortes entre les cadenes laterals dels residus de Nle* i D-Nal(2’)’ en
el SHU-9119.' La introduccié de D-Nal(2’)® en lloc del Trp® a 'agonista SHU-9119 fa
qgue aquest sigui antagonista selectiu de MC5R.

Nosaltres hem considerat que la modificacié de la part flexible de la molecula també és
rellevant, ja que orienta el gir beta a l'espai, i per tant pot ser responsable de
I'especificitat del compost per un o altre receptor. Aixi, de les modificacions que ens
plantegem sobre 'MT2, varem decidir comencar per {Trp} i {Lys}. Per aixd també
varem iniciar els estudis de modelitzacié observant qué passaria quan introduissim els

nostres substituts de la porcio Trp.

Per dur a terme els calculs, en primer lloc calia validar el nostre metode de calcul, la
qual cosa varem fer duent a terme una cerca conformacional sobre el model ja descrit
MT2. Un cop validat el metode procedirem a fer les cerques conformacionals dels
pseudo-melanotans més representatius, que en aquest master és el compost Ac-Nle-
c[Asp-His-D-Phe-Arg-{Trp-Gly}Lys]-NH..

1% Grieco, P., Balse-Srinivasan, P., Han, G., Weinberg, D., MacNeil, T., Van der Ploeg, L. H. T., Hruby, V.
J., J. Peptide Res., 2003, 62, 199-206.
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2.4. Resultats

L’estudi conformacional de 'MT2 i del seu derivat 20, s’ha dut a terme per “iterative
simulated annealing”, és a dir per mecanica molecular, emprant el camp de forces
AMBER que proporciona el programa Discover. Aquest camp de forces se sol emprar
per molécules peptidiques ja que té molt ben parametritzats els aminoacids. Els
calculs s’han fet al buit, considerant una constant dieléctrica de 4r i un “cutoff’ de 20A.

En primer lloc es fa una minimitzacioé energetica que es fa servir d’estructura de partida
pels cicles d’escalfament i refredament successius en els quals s’obtenen les
conformacions de minima energia. Pels nostres estudis varem realitzar 4 cicles de 120

iteracions cadascuna on es van obtenir diverses estructures de baixa energia.

2.4.1. Analisi conformacional del model MT2

En primer lloc es va fer una analisi d’'MT2 sense imposar cap tipus de restriccid
conformacional. El calcul va donar lloc a nombroses conformacions. Aix0 ens
demostrava que malgrat que 'MT2 és un anell forga petit, la molécula és molt flexible.
A la figura 2.2.A es mostra la superposici6 d’'onze de les conformacions de baixa
energia que es van trobar. Quan s’observa aquesta superposicié de conformacions es
pot apreciar com l'orientaci6 a I'espai de les cadenes laterals del péptid és molt
variada. No obstant aixo, també es pot apreciar que I'esquelet peptidic manté una
conformacio plegada en una zona de la cadena, que justament correspon a la zona del
gir beta. A la figura 2.2.B es mostra la superposicié de només tres conformacions, on

es veu meés clarament la zona del gir beta.

Figura 2.2.A. Superposicié de 11 Figura 2.2.B. Superposicié de 3
conformacions d’'MT2 (calculs sense conformacions d’MT2. S’observa la
restriccions) conservacio de la zona de gir beta.
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Malgrat que en les superposicions globals nosaltres no observem conservacié de la
orientacié a I'espai dels anells aromatics de la His® i de la D-Phe’ que segons el que
esta descrit estan paral-leles, si que en alguna de les conformacions s’aprecia aquesta
disposicié de n-stacking. No obstant aix0, era curiés que en el nostre cas Unicamemt hi

havia 4 estructures de les 13 de minima energia que presentaven el n-stacking descrit.

Figura 2.3. Conformaci6 que mostra el n-
stacking imidazole-benze

Aquest primer estudi ens va permetre validar el nostre métode de calcul, i a més,
comparant-lo amb els resultats descrits a la literatura, varem comprendre que hi
hagués algunes discrepancies. Aixi, es posa de manifest que no hi ha una sola familia
de conformacions, la qual cosa pot dificultar les interpretacions de les relacions
estructura-activitat.

Quan varem fer els calculs en els que posavem com a restriccio els angles
corresponents a gir beta tipus Il, només 2 de les 11 conformacions de minima energia

que varem obtenir presentaven el n-stacking proposat per Hruby.

2.4.2. Analisi conformacional del y-melanotan (121a-b)

Un cop establert el métode, varem doncs iniciar I'estudi dels pseudo-melanotans que
incorporen 'anell lactamic com a dipéeptid de conformacié restringida.

Es conegut que els lactams fan que la cadena on s'incorporen es plegui.
Concretament solen formar-se girs beta 0 gamma. En un treball anterior del nostre
grup, s’havia dut a terme l'analisi conformacional del pseudipéptid Trp-Gly, i s’havia
observat que la seqiiéncia Ac-{Trp}-Leu-NH, té molta tendéncia a formar girs de tipus
beta-ll i girs gamma.®
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Per tant era d’esperar que la introduccié del lactam {Trp} en el y-melanotan 120a-b,
provoqués un plegament en aquesta zona. El que també calia determinar, i no es
podia preveure, era si aquesta modificacié també afectaria la zona del gir beta “His®-D-
Phe” de l'estructura. Per tant també s’havien de fer els calculs sense imposar

restriccions.

Aixi doncs, es va procedir a realitzar els calculs ISA sobre un model minimitzat del
compost 121, seguint el mateix protocol que pel model MT2 (vegeu part experimental).
En aquest cas varem obtenir 7 conformacions de baixa energia, la superposicié de les
quals segueixen mostrant la conservacio de la zona del gir beta.

Figura 24. Superposici6 de les 5
conformacions més estables del y-melanotan
121. S’observa una sola familia de
conformacions.

D’altra banda quan s’analitzen les conformacions, s’observa que la disposici6 paral-lela
dels anells aromatics de la His® i de la D-Phe’ és més freqiient que per 'MT2, ja que

de 7 conformacions de baixa energia que varem obtenir s’'observa n-stacking en 5.

També s’observa clarament que en totes les conformacions del compost 20, la zona
que conté el lactam {Trp} efectivament esta plegada. A més, en la superposicio de les
conformacions, aquesta zona de plegament també es troba altament conservada.
Finalment s’observa, que la orientacid a l'espai de lindol del Trp també queda
restringida, i que el nucli aromatic s’orienta diferent que en I'MT2.
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Figura 2.5. Tres conformacions representatives del compost AcNle-ciclo(Asp-His-D-Phe-Arg-{Trp}-
Lys) (121), en les que s’observa el pi-stacking entre His® i D-Phe’, el gir beta, i el plegament
suplementari a la zona {Trp}.

2.5. Recapitulacio

S’ha validat el métode de calcul per dur a terme I'analisi conformacional dels pseudo-
melanotans més representatius, i s’ha aplicat a I'estudi del compost 121. Aquest
compost, mostra que la introduccié del lactam {Trp} no afecta la conservacié del gir
beta del lloc actiu del MT2 model, en canvi introdueix una restriccié conformacional en
la molécula, en forma d'un plegament suplementari a la zona flexible, i on l'indole

ocupa un espai conformacional molt més restringit que en el model MT2.
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