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Excel-lentissim Senyor President,

Excel-lentissims i Il-lustres Senyores i Senyors Academics,
Distingides autoritats academiques i professionals,
Estimats familiars, amics i companys,

Senyores i Senyors,

Voldria en primer lloc agrair a la Junta de Govern d’aquesta Reial
Institucié el fet d’haver-me escollit per presentar, en aquest solemne
acte, a I’Il-lustre professor Dr. Federico Gago Badenas. Ha estat per a
mi una gran satisfaccié poder dur a terme aquesta presentacio.

Federico Gago nacié en Madrid el 21 de octubre de 1957, el mayor
de cuatro hermanos, en un ambiente familiar ligado al mundo de la
farmacia, pues su padre gestiond una farmacia comunitaria durante
mads de 50 afos. Ello le llevo a interesarse, ya desde pequeiio, por el
fascinante mundo del medicamento.

Su formacién primara y secundaria la realiz6 en el colegio de los Sa-
lesianos del Paseo de Extremadura de Madrid donde, en los dltimos
cursos de bachillerato, tuvo la suerte de recibir las ensefianzas de un
profesor extraordinario, Don Inocencio, quien le inculcé la pasién por
la quimica y la biologfa. Con él empezd, también, su aficién por la
botdnica, que luego comentaré. En el propio colegio tuvo ocasién de
recibir una sélida formacion en idiomas, especialmente en inglés, que
luego fue perfeccionando durante el resto de su vida.

A la hora de escoger sus estudios universitarios, no tuvo duda; el
ejemplo de su padre, su pasion por la quimica y la biologia, le dejaban
una sola opcién: cursar la carrera de Farmacia, opcion que fue aproba-



da y apoyada por su madre (su primera maestra), quien le explic6 que
esa carrera le abriria también las puertas a la investigacion.

Asi lo hizo, curso la licenciatura en la Facultad de Farmacia de la
Universidad Complutense de Madrid. A partir del tercer curso trabajo,
como alumno interno, en el Laboratorio de Técnicas Instrumentales
del Departamento de Fisicoquimica, dirigido entonces por Don Ma-
nuel Ortega Mata, quien fue su mentor durante numerosos afios. El
le dirigi6 la tesina de licenciatura, que verso sobre la purificaciéon de
lectinas de diferentes semillas vegetales con objeto de comprobar su
capacidad mitogénica sobre linfocitos T. Para completar este estudio
contd con colaboraciones inestimables, como las del Dr. José Maria
Rojo del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas (CSIC), la Dra. Pajares de la Clinica
Infantil de la Paz y la Dra. Julia Jorda del Hospital Clinico San Carlos
de Madrid. El trabajo merecio la calificacion de sobresaliente.

Terminada la carrera, y habiendo cumplido los seis primeros meses
del servicio militar (tres en el Centro de Instruccién de Reclutas de
Alcald de Henares y los tres siguientes en la Academia de Infanteria
de Toledo), realizé el segundo ciclo de formacién de la LM.E.C. (Ins-
truccion Militar para la Escala Complemento) en la Seccion de Inves-
tigacion y Control del Instituto Farmacéutico del Ejército de Madrid,
como Alférez Eventual de Complemento. Este periodo formativo le
familiarizé con la preparacion de medicamentos e incluyé una breve
estancia en el laboratorio del Dr. Juan Antonio Leal en el Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), a donde le destinaron
con la misién de producir dextranos, como sustitutivos plasmaticos, a
partir de cultivos de Leuconostoc mesenteroides en medios libres de
células.

Un hecho importante en la vida de Federico Gago tuvo lugar como
consecuencia de la refundacidn de la Universidad de Alcala (UAH) el
afio 1977 (la que con anterioridad habia sido la Universidad Complu-
tense, fundada por el Cardenal Cisneros a finales del siglo XV, antes
de su traslado a Madrid a mediados del siglo XIX). Alli se incorpor?,
poco tiempo después de su refundacion, el Dr. Manuel Ortega como
Decano de la nueva Facultad de Farmacia.



Don Manuel Ortega propicié que Federico Gago se incorporara, en
octubre de 1980, como Profesor Encargado de Curso, al Departamen-
to de Farmacognosia y Farmacodinamia de dicha Universidad de Al-
cald, donde ha continuado la mayor parte de su actividad cientifica y
académica. All{ establecié un contacto muy intenso con el Dr. José
Angel Fuentes. Fue este farmacélogo e investigador del CSIC, poste-
riormente Catedratico de Farmacologia en las Facultades de Farma-
cia y Medicina de la Universidad Complutense de Madrid, quien le
ensefid a Federico Gago los métodos de farmacologia experimental
y que fueron ampliados en octubre de 1983 gracias a un curso prac-
tico al que asistid, impartido en el Departamento de Farmacognosia
y Farmacodinamia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de
Barcelona. También fue con el Dr. Fuentes con quien Federico Gago
realizé sus primeras tareas docentes.

Para llevar a cabo su tesis doctoral contd con la direccion, apoyo in-
condicional y ejemplo motivador del Dr. Julio Alvarez-Builla, en el
Departamento de Quimica Orgdnica y Farmacéutica de la Universi-
dad de Alcald, y con los del Profesor José Elguero, en el Instituto de
Quimica Médica del CSIC, quienes confiaron en él e impulsaron de
forma definitiva su desarrollo como docente e investigador. En abril
de 1987 Federico Gago presento su tesis doctoral sobre el tema “Me-
didas de la hidrofobicidad por técnicas cromatograficas y su aplica-
cion a QSAR”, que merecid la calificacién de “Apto cum laude”, la
mds alta posible en aquel momento.

Otro hito importante en la vida profesional de Federico Gago fue su
estancia postdoctoral en el Physical Chemistry Laboratory de la Uni-
versidad de Oxford. Después de diversos intentos fallidos de realizar
una estancia becada en un departamento extranjero para perfeccionar
sus conocimientos farmacoldgicos, consiguid ser aceptado por el ci-
tado centro, aunque fuera sin ninguna dotacién econémica. El proble-
ma econdmico lo resolvi6 el doctor Federico Gago consiguiendo una
beca del CSIC espaiiol. El citado centro de la Universidad de Oxford
estaba dirigido por el Dr. W. Graham Richards, un prestigioso qui-
mico tedrico, impulsor del disefio computarizado de farmacos. Alli,
durante sus casi dos afios de estancia, el doctor Gago se introdujo
y perfecciond sus conocimientos de Farmacologia Molecular Com-
putacional, la cual ha sido el objeto fundamental de su produccién



cientifica desde entonces.

De vuelta a la Universidad de Alcald, se incorporé de nuevo a la do-
cencia e investigacion, ocupando sucesivamente las plazas de profe-
sor contratado, profesor ayudante, profesor titular interino y profesor
Titular funcionario de Universidad (desde el 20 de mayo de 1989). El
15 de diciembre de 2009 obtuvo por concurso-oposicion el titulo de
catedratico de farmacologia de la Universidad de Alcald con dedica-
cion a tiempo completo.

En el tiempo disponible resulta casi imposible exponer, ni siquiera
de forma resumida, la ingente labor docente e investigadora llevada a
cabo por el doctor Federico Gago durante todos estos afios.

En cuanto a su labor docente destacaré que, ademds de las clases im-
partidas en los grados de Medicina y Farmacia, cuenta con mas de
sesenta cursos de postgrado, doctorado, mdster y perfeccionamiento
en varias universidades, principalmente de Madrid y Barcelona, apar-
te de los quince cursos de verano impartidos en diversos puntos de
Espafia.

Su labor cientifica es, también, muy extensa, y se puede resumir, bre-
vemente en la publicacion de 223 articulos de investigacion en revis-
tas internacionales de alto indice de impacto, ademds de ocho resefias
en diversas revistas internacionales y ocho articulos de divulgacién
cientifica en revistas espafiolas. También podemos destacar la pre-
sentacion de 164 ponencias en congresos, jornadas y seminarios na-
cionales e internacionales, la publicacién de un libro sobre “Bases de
la interaccién farmaco-receptor. Tratamiento y representacion gréfica
de los datos “, del cual se han hecho dos ediciones; la contribucion a
la traduccién de un libro titulado “Tratado de Fisiologia Médica” y la
publicacién de 26 capitulos de libro.

Cabe citar, finalmente, la direccion o codireccion de 15 tesis doctora-
les, el haber obtenido 28 proyectos de investigacién subvencionados
por organismos oficiales y el haber realizado 40 proyectos de inves-
tigacion industria-universidad. Sus trabajos le han permitido obtener
dos patentes de utilidad ya registradas y dos mds europeas solicitadas
que estdn en estudio.



Su labor docente e investigadora ha sido reconocida con la obten-
cion de 7 tramos docentes (quinquenios) y 6 tramos de investigacion
(sexenios), el mdximo que puede obtener, actualmente, un profesor
universitario en Espaiia.

A todo ello sumaremos su experiencia en la organizacién de Congre-
sos y diversas actividades de I+D, como la IX Reunién de Farmacolo-
gos de la Comunidad de Madrid el afio 2000; la V Reunién de Acidos
Nucleicos y Nucledsidos en 2005 o el XIV Congreso de la Sociedad
de Biofisica Espafia en 2014. De 2001 a 2006 actué como Director
Asociado del Screensaver-Lifesaver — NFCR Center for Computatio-
nal Drug Design de Oxford; de 2001 a 2003 coordiné la Red Nacional
de Acidos Nucleicos y Nucleédsidos; de 2007 a 2011 coordind, tam-
bién, la Plataforma bioinformatica para el cribado virtual de ligan-
dos dirigidos a diferentes dianas biolégicas BIPEDD-CM. De 2001 a
2015 ha sido miembro del Consejo Editorial de Anti-Cancer Agents
in Medicinal Chemistry, (anteriormente Current Medicinal Chemistry
— Anti-Cancer Agents); desde 2001 es Editor en Jefe de Journal of
Computer-Aided Molecular Design (del grupo Springer Nature); en
2002 fue coordinador de la Red Temadtica de Farmacologia y Toxi-
cologia (FARMATOX]I); en el mismo 2002 actué como coordinador
de la Red Nacional de Acidos Nucleicos y Nucle6sidos; en 2003 fue
nombrado miembro del Comité Asesor de Schironia, revista cientifi-
ca del Colegio Oficial de Farmacéuticos de Madrid; de 2004 a 2005
actué como coordinador de redaccién de Area Estratégica “I+D+I en
moléculas de interés terapéutico o preventivo” de la Agencia Lain
Entralgo de la Comunidad Auténoma de Madrid; de 2006 a 2010 fue
miembro del Comité de Acceso al Barcelona Supercomputing Centre
(Mare Nostrum); de 2006 a 2010 fue miembro del Consejo Editorial
de Journal of Medicinal Chemistry, y un largo etcétera.

Como resultado de su trayectoria cientifico-profesional, el Doctor
Gago ha sido premiado con diversos cargos y distinciones. Destaca-
remos en 1985 el 4° Accésit al premio de la Academia, concurso cien-
tifico de la Real Academia de Farmacia (Madrid); en 1987 el Premio
ALTER, S.A; en 1989 el Premio Glaxo y en 1989 el Premio FAES,
todos ellos de los concursos cientificos de la Real Academia de Far-
macia (Madrid); en 2001 el Premio Italgas, de Torino (Italia): Italgas
Prize for Research and Technological Innovation (Applied Molecular



Sciences), concedido al Prof. Graham Richards (Oxford University)
por proyecto transnacional colaborativo; en 2001 el Premio Descar-
tes a la colaboracion transnacional, concedido al Prof. Jan Balzari-
ni (K.U. Leuven), coordinador del grupo europeo de trabajo sobre
“Development of novel drugs against human immunodeficiency virus
(HIV)”; en 2002 el Premio de Investigacién 2000-2001 de la Funda-
cién Dr. Antonio Esteve: Mencidn honorifica por el trabajo publicado
en el Journal of Medicinal Chemistry, en 2001; y en 2006 el Premio
2005 del Consejo Social de la UAH a la transferencia de conocimien-
to Universidad-Sociedad.

Si bien lo expuesto anteriormente avala suficientemente los méritos
académicos y cientificos de Federico Gago, existe un motivo adicio-
nal de gran relevancia, que es el papel fundamental que ha ejercido en
la implantacién y promocién en Espaia de lo que hoy se conoce como
Biologia Computacional. Su aceptacion en nuestra comunidad cien-
tifica como un drea de gran dinamismo y futuro, que atrae el interés
de muchos investigadores jévenes, y con una creciente implantacion
en planes de estudios universitarios de tercer ciclo, se debe sin duda
alguna a la labor desempeifiada por el Dr. Federico Gago a lo largo de
su dilatada trayectoria.

El extenso curriculum cientifico-profesional de Federico Gago pare-
ceria indicar que no ha dispuesto de tiempo para dedicarse a otras
aficiones y actividades extra-académicas, pero no es asi. Ya he co-
mentado que una de sus grandes pasiones ha sido y es la botanica y
la jardineria, Desde su etapa escolar preuniversitaria y, sobre todo du-
rante sus estudios de Farmacia, se ha ido despertando en él una fuerte
aficion por el mundo de las plantas. Cabe mencionar que, a pesar de
presumir de poca memoria, recuerda atn los nombres botdnicos de la
mayoria de las plantas que estudi6 durante la carrera y es que, lo que
se estudia con pasion, no se olvida.

Tampoco podemos dejar de comentar que Federico Gago es un buen
deportista. Dedica parte de su tiempo libre a jugar al padel, pero, sin
duda su deporte favorito son las artes marciales. Gran aficionado des-
de muy joven al Tackwondo, ha alcanzado el nivel de cintur6n negro
y es monitor nacional de esta especialidad deportiva. Siempre que sus
otras actividades se lo permitian, durante su juventud se dedic6 a dar
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clases de artes marciales a nifios y jovenes aficionados.

Toda esta vida tan activa que ha llevado a cabo Federico Gago no
habria sido posible sin la cooperacion y ayuda de su esposa Oliva, a
la que conocié como estudiante en la UAH y que no ha dejado de ser
su més eficaz y sdlida colaboradora. Oliva es farmacéutica y ejerce
en farmacia comunitaria. Le ha dado tres hijos: la mayor, Maria, es
también farmacéutica; los otros dos, Luis y Alberto, se dedican a otras
actividades. Federico Gago tiene también un nieto “Fede” de 2 afos,
hijo de Maria (;otro posible farmacéutico?).

Senyor President, vist el més que suficients merits del Dr. Federico
Gago, li prego que, un cop llegit el seu discurs reglamentari, li imposi
la medalla i li entregui el titol que I’acreditin com a nou académic

corresponent d’aquesta Reial Academia de Farmacia de Catalunya.

Moltes gracies per la seva atencid.
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SIMULACIONES POR ORDENADOR DE
LAS INTERACCIONES FARMACO-ADN:
UN VIAJE PERSONAL

Federico Gago Badenas, Area de Farmacologia,
Departamento de Ciencias Biomédicas,
Universidad de Alcala, E-28805 Madrid

«Hay que marchar humildemente detrds de los sabios
para poder marchar algiin dia en su compariia»

Santiago RAMON Y CAJAL
Charlas de café
Madrid: Espasa-Calpe, 1978 (p. 161)






Excel-lentissim Senyor President,

Excel-lentissims i Il-lustres Senyores i Senyors Academics,
Distingides autoritats academiques i professionals,
Estimats familiars, amics i companys,

Senyores i Senyors,

Mis primeras palabras son para agradecer a los miembros de la Reial
Academia de Farmacia de Catalunya mi designacién como académi-
co correspondiente de esta insigne institucion. Considero -como hizo
en su dia Ramén y Cajal- que las Academias son instituciones que
nos recuerdan constantemente el camino que nuestros predecesores
siguieron en el pasado, dan voz a las personas que intervienen en el
presente y, si tenemos el adecuado empefio, ponen a nuestra disposi-
cion los fundamentos para seguir afrontando el futuro con el 4nimo y
formacién adecuados.

El tema que he escogido para este discurso de ingreso es la relacion
-muy personal y extendida en el tiempo- que he mantenido con el
dcido desoxirribonucleico (ADN) y particularmente la forma en la
que me ha resultado posible -con la ayuda de valiosos colaboradores-
caracterizar mediante métodos tedricos su interaccidon con distintos
farmacos antitumorales.

1. Introduccion

El ADN, como repositorio de la informacién genética de la célula, ha
sido una de las dianas prototipicas del cdncer durante décadas (1-3).
En su nivel de organizacién mds bajo, la estructura tridimensional de
esta macromolécula bioldgica parece engafiosamente simple y mon6-
tona: dos hebras de polinucle6tidos que se enrollan en orientaciones
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antiparalelas para dar lugar a una doble hélice dextrégira en la que
cada uno de los esqueletos de azicar-fosfato se encuentra en la parte
exterior y las bases nitrogenadas se apilan a lo largo del eje central
formando parejas mediante la formacién de enlaces de hidrégeno al-
tamente complementarios (4,5). Como consecuencia de esta disposi-
cion, la capacidad de un tramo dado de ADN para actuar como diana
de reconocimiento molecular parece limitarse, a primera vista, a la
discriminacién de grupos funcionales a lo largo de los surcos mayor
y menor que se encuentran entre los enlaces fosfodiéster de ambas
hebras (6). Si bien esto es cierto para muchas proteinas que se unen a
secuencias especificas de ADN (7,8), asi como para ligandos de bajo
peso molecular (incluidas las “lexitropsinas” naturales y sintéticas (9)
y muchos farmacos antitumorales de uso clinico (10)), también se
acepta desde hace afnos que existe una microheterogeneidad de forma
del ADN que depende de su secuencia y proporciona un potencial
adicional para el reconocimiento especifico (11,12).

El uso de modelos ayud6 a Watson y Crick a sugerir una estructura
para la molécula de ADN -sobre la base de la famosa fotografia 51 de
Rosalind Franklin y otros datos de difraccion de rayos X producidos
por Maurice Wilkins- y a insinuar un “posible mecanismo de copia
del material genético” (4). En las ultimas décadas, la forma en que los
investigadores, educadores y estudiantes perciben la estructura mole-
cular ha cambiado drdsticamente gracias a los espectaculares avances
de la biologia estructural (13,14) y a la disponibilidad de programas
de visualizacion molecular de alta calidad y fécil adquisicion. Me-
recen la pena destacarse (por orden cronoldgico y sin mencionar los
estrictamente comerciales) Rasmol (15) -junto con su extremadamen-
te eficaz plug-in Chime para los navegadores de internet (16)-, am-
bos actualmente en desuso y sustituidos por Jmol (17), JSMol, Jmol-
Viewer (18) o el potentisimo Mol* (19), VMD (20), Chimera (21) y
PyMol (22). Estas herramientas graficas permiten una visualizacion
facil y muy informativa tanto de la forma como de las propiedades de
las macromoléculas bioldgicas y sus ligandos. Como se demostr6 en
el caso del ADN, la mera contemplacién de una sola estructura mole-
cular puede ayudar a responder algunas de las preguntas mds sencillas
sobre la funcién, pero los problemas mds complejos suelen requerir la
simulacién de un proceso, como el movimiento molecular o la unién/
disociacion de un ligando. De hecho, el comentario de Sir D. C. Phi-
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llips en 1981 (“los modelos de latén del ADN y de una variedad de
proteinas dominaban la escena y gran parte del pensamiento” (23))
resume la progresiva comprension de que las moléculas biologicas
no son estructuras rigidas sino sistemas dindmicos cuyos movimien-
tos internos desempeifian importantes papeles funcionales. El objetivo
a largo plazo del modelado molecular por ordenador, como enfoque
“in silico” de la bioquimica y la farmacologia (24) o “microscopio
computacional” (25), es describir las interacciones biomoleculares en
términos de las leyes generales de la quimica y la fisica que se han
aplicado con tanto éxito a las moléculas pequefias. Para la mayoria
de fines prdcticos, las herramientas elegidas para tratar grandes ma-
cromoléculas bioldgicas son los métodos de simulacién de dindmica
molecular (DM) (26,27), que hacen uso de la mecdnica molecular
(MM) clésica (28), y el anélisis de modos normales (29).

Al generar cientos o miles de configuraciones de baja energia de las
macromoléculas bioldgicas a lo largo de una secuencia temporal, las
simulaciones de DM intentan captar con precision “los meneos y las
sacudidas”, como dijo Feynman (30), de los 4tomos que componen
estos importantes componentes de todos los seres vivos. Los métodos
de DM se han beneficiado enormemente de la reciente convergencia
de avances en la parametrizacién de los campos de fuerzas (31-33),
la mejora del tratamiento de las interacciones electrostiticas de largo
alcance (34) y el gran aumento de la potencia de las computadoras,
no solo por el cumplimiento de la ley de Moore (“la velocidad de la
CPU suele aumentar por un factor de 2 o asi cada 18 meses”), sino
también por la implementacién o adaptacién de los codigos de soft-
ware en unidades de procesamiento griafico (GPUs) (35). Por ello,
resulta ahora factible para muchos grupos de investigacion con recur-
sos modestos -como el mio en la UAH- obtener, en un tiempo razona-
ble, trayectorias simuladas de sistemas macromoleculares solvatados
durante centenares de nanosegundos. La concatenacién de “instanté-
neas” (fotogramas) generadas sucesivamente cada cierto nimero de
picosegundos, cada una de las cuales contiene un conjunto de coorde-
nadas cartesianas, permite la creacion de “peliculas moleculares™ y la
realizacion de diversos andlisis de los movimientos moleculares -en
detalle atdmico- a lo largo del tiempo de simulacion. La informacion
derivada de estas simulaciones puede utilizarse para (i) extraer infor-
macion estructural y energética que suele estar mds alld de las posibi-
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lidades experimentales actuales (36), (ii) proporcionar explicaciones
independientes del comportamiento observado experimentalmente
(37), (iii) ayudar en la interpretacién de los resultados bioquimicos
o farmacologicos (38), y (iv) abrir nuevas vias de investigacion al
plantear nuevas preguntas relevantes que pueden guiar el disefio de
nuevos experimentos (por ej., mutagénesis dirigida) y, en su caso, la
generacion o identificacion de nuevos ligandos.

En el campo del ADN, los tiempos de equilibrado y muestreo suelen
oscilar actualmente entre unos pocos nanosegundos (39-41) y dece-
nas (42-44), centenares (45) o miles de nanosegundos (46). Aunque
estos tiempos todavia no son lo suficientemente largos (47,48) para
monitorizar cambios estructurales a gran escala (en ausencia de res-
tricciones de distancia o angulares) o para lograr la convergencia de
las distribuciones de iones (44.,49,50), se ha demostrado que los tiem-
pos de relajacién para los pardmetros helicoidales son del orden de
0,5 ns (43,51). Por lo tanto, las trayectorias que duran unos pocos
nanosegundos pueden proporcionar descripciones dindmicas adecua-
das del ADN y de los complejos ADN-ligando porque los pardmetros
estructurales caracteristicos (por ejemplo, el balanceo, la torsién y la
inclinacion de los pares de bases) se estabilizan mucho mas rdpida-
mente que las distribuciones idnicas (46,49,50).

La sensacion inicial de que los célculos tedricos eran una pérdida de
tiempo (sobre todo por la imposibilidad material de tratar sistemas
tan complejos como las macromoléculas de las células vivas con el
nivel de detalle que se creia necesario para afiadir algo de importancia
a nuestros conocimientos (26,52)) ha dado paso, poco a poco, a una
renovada ola de confianza en las metodologias de simulacion. Las
continuas mejoras en los campos de fuerzas de la MM (33,53,54), la
incorporacidn sistemdtica de moléculas de disolvente (casi siempre
agua) y contraiones en los modelos (55,56), y un tratamiento fiable
de las interacciones electrostaticas de largo alcance mediante la apli-
cacion de métodos de particle mesh Ewald (PME) (57) a “cajas” de
disolvente -tanto paralelepipedos rectangulares o cubos como octae-
dros truncados- (34,35) estdn haciendo posible la simulacién de la
dindmica de sistemas relativamente grandes (incluidos los altamen-
te cargados como los dcidos nucleicos (31,48,58)) durante tiempos
considerablemente largos, a veces acercandose a (59) -o superando
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(60)- la escala temporal del milisegundo, sin las inestabilidades que
afectaban a las simulaciones anteriores. Ademas, el uso de modelos
de solvatacién implicita, como el Generalizado de Born (GB) (61,62)
-mucho mads répido desde el punto de vista computacional-, permite
excluir las moléculas de disolvente explicitas (63) y amplia ain mds
la duracion de algunas de estas simulaciones de DM, al igual que el
uso de representaciones de grano grueso de las biomoléculas (64,65).

Estas metodologias de simulacién molecular se consideran adecuadas
para estudiar los cambios conformacionales que estin acoplados a
la funcién (66) y, junto con métodos de la mecdnica cudntica (QM,
de quantum mechanics) (67), el curso de las reacciones en las que se
rompen y forman enlaces covalentes, como las que tienen lugar en los
sitios activos de las enzimas (68) o entre algunos farmacos reactivos y
el ADN, como se verd mas adelante. También existen una serie de he-
rramientas (DM “dirigida” o “sesgada”) que pueden “bombear” una
cierta cantidad de energia adicional dentro del sistema para acelerar el
cruce de barreras locales, permitiendo asf el estudio de procesos que
normalmente se producirian con demasiada lentitud o baja frecuencia
en una ejecucion de DM estdndar basada inicamente en fluctuaciones
térmicas aleatorias y los momentos de inercia (69-71). EI repertorio
de macromoléculas relevantes para la investigacién del céncer que
pueden estudiarse con estos métodos también se ha ampliado enorme-
mente en los dltimos 20 afios, pasando de un escaso nimero de dia-
nas “cldsicas” (por ejemplo, la dihidrofolato reductasa o la timidilato
sintasa y diversos oligonucleétidos de ADN de secuencia definida) a
complejos ADN-proteina (72), sofisticadas estructuras de ARN (73)
y familias enteras de proteinas (por ejemplo, receptores de factores
de crecimiento (74) y enzimas como kinasas (75) y fosfatasas (76)),
tanto solas como en complejos con ligandos.

Bien podria decirse (77) que los investigadores tienen hoy en dia en
sus ordenadores portdtiles y tabletas mds potencia de cilculo que la
que estaba disponible en la mayoria de las grandes computadoras
cuando se iniciaron las simulaciones de DM de sistemas macromo-
leculares a finales de la década de los 70 en el siglo pasado (52).
Ademds, una alternativa realista a las “supercomputadoras” a gran
escala consiste en utilizar la computacién masivamente distribuida en
red (78) para aprovechar la potencia de docenas o cientos de ordena-
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dores personales (pecés) relativamente baratos en pos de un objetivo
comtun, como ha sido en la préctica el plegamiento de proteinas (79)
o el acoplamiento de ligandos putativos al sitio de unién de una pro-
teina diana (80).

Los espectaculares avances en la biologia molecular de las proteinas
que reconocen y actdan sobre el ADN y los estudios cristalograficos
simultdneos de complejos binarios y ternarios en los que intervienen
farmacos, ADN y proteinas asociadas estdn reduciendo progresivamen-
te la brecha entre nuestra percepcién de los aspectos estructurales de los
complejos farmaco-ADN y nuestra limitada comprension de cémo fun-
cionan realmente estos farmacos en las células vivas. A continuacion,
ofreceré una vision sucinta de algunos de estos avances en relacion con
mi propia investigacion desde que fui estudiante postdoctoral en el la-
boratorio de W. Graham Richards hasta la actualidad.

Mi introduccién a la modelizacién molecular y a las simulaciones por
ordenador se origind en el Laboratorio de Quimica Fisica (hoy en dia
de Quimica Fisica y Tedrica, Physical and Theoretical Chemistry La-
boratory) de la Universidad de Oxford, tras completar mi doctorado en
la UAH en el campo de los pardmetros hidrofébicos derivados de me-
diciones de cromatografia liquida. El profesor Richards era muy cono-
cido en Espaia, sobre todo por su libro “Quantum Pharmacology” (81),
y tuve el privilegio de escuchar una de sus conferencias cuando ambos
coincidimos en Barcelona con motivo de un seminario organizado por
Miguel Martin en la Universidad Auténoma de esta ciudad. Por cierto,
el profesor Corwin Hansch (82), del Pomona College de California,
también asistid a esa reunion y proyectd un fascinante video que mos-
traba detalles atomisticos del acoplamiento de un inhibidor en el sitio
activo de una enzima, posiblemente la alcohol deshidrogenasa. Tanto
me impresionaron la potencia de estos métodos computacionales y la
belleza intrinseca de los graficos moleculares que decidi probar suerte
aventurdndome como novato en este campo emergente. El articulo que
me dio Graham para empezar a trabajar de forma independiente cuando
me acepté en su grupo en abril de 1987 era uno en el que los autores
informaban sobre la unién de algunos compuestos naturales y sintéticos
a tramos de ADN ricos en adenina y timina de preferencia a regiones
ricas en guaninas y citosinas (83) ;Podrian los métodos tedricos de la
MM y la QM arrojar algo de luz sobre esta cuestion?
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2. Ligandos del surco menor del ADN.

La netropsina y la distamicina A (Figura 1) son ligandos bien carac-
terizados del surco menor del ADN que se han utilizado ampliamen-
te como modelos para el estudio de las interacciones farmaco-ADN
en diversos contextos (83). Ambos antibidticos se encontraban entre
el conjunto de pequefias moléculas cuya capacidad discriminatoria
frente a diferentes secuencias de ADN se habia evaluado mediante
un ensayo de desplazamiento de etidio que permitia una estimacién
indirecta de las constantes de asociacion farmaco:ADN (83). En el
caso de la netropsina, datos espectroscopicos y termodindmicos adi-
cionales (84) mostraban que las energias libres de unién de netropsina
tanto a poli[d(AT)]xpoli[d(AT)] como a poli(dA)xpoli(dT) eran muy
similares y unas 4 kcalxmol' mas favorables que la energia libre de
unién a poli[d(GC)]xpoli[d(GC)].

H,N
o >_\_
HoN NH

Netropsina ©
H,N
+ 0
HoN NH

Distamicina

Figura 1. (A) Estructuras quimicas de los ligandos del surco menor del ADN
netropsina (arriba, dos cargas netas positivas) y distamicina (abajo, una sola
carga positiva), ambos de origen natural. (B) Estructura cristalografica refinada
del complejo formado entre la netropsina y el dodecdmero de ADN en forma B
d(CGCGAATTCGCG), (c6digo 101D en el Protein Data Bank [PDB]).

Eramos conscientes de que un cédlculo preciso de las energias libres de
union se ve obstaculizado por las incertidumbres relativas tanto a la
conformacion particular de las moléculas interactuantes en el estado
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no unido como a la validez de los esquemas de particion de energia,
asi como por las limitaciones con respecto a algunas contribuciones de
energia que no son facilmente susceptibles de cdlculo (por ejemplo, los
efectos hidrofébicos y entropicos). Por esta razon, centramos nuestros
primeros esfuerzos en la unién de estos y otros compuestos (incluido
el colorante fluorescente Hoechst 33258) a dodecanucleétidos que con-
tenfan repeticiones de las secuencias alternantes AT y GC. Utilizando
el campo de fuerzas de MM AMBER (28) para refinar los modelos y
realizando descomposicion de la energia de unién calculada, demos-
tramos que las diferencias en las energias de interaccion entre los far-
macos Yy las dos secuencias de ADN estudiadas podian correlacionarse
satisfactoriamente con la relacion de selectividad proporcionada por los
experimentos (85). Ademds, cuando sustituimos los anillos de pirrol
de la netropsina y la distamicina A por imidazoles, también pudimos
observar una mayor preferencia por los tramos alternos de Gs y Cs de-
bido a los nuevos enlaces de hidrégeno formados entre los nitrégenos
imidazdlicos de estas “lexitropsinas” y los grupos amino de las guani-
nas, aunque no se detecté una pérdida significativa de afinidad por los
tramos ATAT. Por lo tanto, apoyamos la opinién de que, para disponer
de moléculas con el potencial de unirse de forma altamente especifica
a secuencias predeterminadas, habia que incorporar en los ligandos no
solo elementos “lectores de G,C” sino también “rechazadores de A, T”.
A este respecto, un factor estructural que consideramos relevante para
la especificidad de la interaccion, en comtin acuerdo con otros autores,
fue la diferente anchura del surco menor admisible o alcanzable en los
dos tipos de complejos. El mismo afio en que se publicé este trabajo,
el descubrimiento imprevisto del primer complejo 2:1 poliamida-ADN
abrio el camino a estrategias de disefio que han utilizado anillos de imi-
dazol en lugar de pirrol para “leer” el grupo amino exociclico de la
guanina con gran eficacia (86). Resultados posteriores sugirieron que
el lenguaje de los motivos disefiados para el reconocimiento de secuen-
cias de poliamida deberia ampliarse para incluir el uso de “palabras”
para reconocer dos pares de bases adyacentes, en lugar de “letras” para
unirse a pares de bases individuales (87,88). En definitiva, este campo
del reconocimiento molecular del ADN desde la perspectiva del surco
menor es un bello ejemplo de maduracion desde la serendipia hasta el
disefio exitoso en la interfaz de la quimica, la biologia y (posiblemente)
la medicina humana (89).
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El principal problema de nuestras estimaciones de la energia de unién
para la netropsina y el resto de los ligandos era que no captaban
realmente la esencia del proceso de unién, es decir, la diferencia de
energia entre las moléculas del farmaco en disolucion, interactuando
con el agua y los iones, y las moléculas del farmaco en el comple-
jo farmaco-ADN. De hecho, las simulaciones por ordenador (ahora
y entonces) no son capaces de calcular directamente esta diferencia,
especialmente cuando hay grandes moléculas en juego. La dificultad
radica en que el proceso de unién debe simularse con la suficiente len-
titud como para alcanzar el equilibrio termodindmico y esto implica la
generacion de un enorme niimero de configuraciones representativas
del sistema a lo largo de la coordenada de reaccion, lo que resulta im-
practicable en la mayoria de las situaciones. Sin embargo, el proceso
no fisico de perturbacién de uno de los reactantes en otro (lo que se
ha denominado “alquimia computacional” (90-92)), tanto en el estado
libre como en el estado ligado, es mds facilmente computable (93-95)
y proporciona un cambio relativo de energia libre (AG) preciso que
puede relacionarse con el fisicamente relevante a través de un ciclo
termodindmico (Figura 2).

Receptor + LA AGL Receptor:LA
}3{}3 J AGH4
Receptor + LB 2 Receptor:LB
RA + ligand = RA:ligand
JAGS J AG4
RB +ligand ks +  RB:ligand

Figura 2. Ejemplos de ciclos termodindmicos tipicos utilizados en las simula-
ciones de perturbacion de la energia libre. Arriba: un ligando A se convierte en
un ligando B; ambos se unen a un receptor comtn. Abajo: el mismo ligando
se une con diferentes afinidades a los receptores A y B. Las diferencias de
energfa libre calculadas experimentalmente (AA, .. = AG, - AG)) deben ser
las mismas que las calculadas a partir de las perturbaciones no fisicas de A en
B (AA =AG, - AG)).

Gunién
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Estimulado por los impresionantes resultados producidos internamen-
te por Graham y su entonces estudiante de postgrado Chris Reynolds
-en la actualidad catedritico en el Departamento de Ciencias Biol6-
gicas de la Universidad de Essex- en el cilculo de potenciales redox
(96), e inspirado por un articulo esclarecedor sobre la termodindmica
de la unioén de netropsina a varios polinucledtidos de secuencia defi-
nida (que también contenia datos para poli[d(IC)]xpoly[d(IC)]) (84),
me di cuenta de que podiamos intentar aplicar la misma metodologia
al problema de la unién ADN:ligando. ;Por qué no “transmutar” las
inosinas (Figura 3) en guanosinas (y a la inversa) tanto en el ADN libre
como en su complejo con netropsina para evaluar el efecto de crecer/
eliminar el grupo amino exociclico de la guanina sobre las energias de
unioén calculadas? A pesar de la enormidad de la tarea que tenfamos por
delante y de la ausencia de precedentes para un trabajo de este tipo, me
animé a seguir adelante. Una ventaja con respecto a las simulaciones
de la unién de ligandos a proteinas, que generalmente necesitan abor-
dar una reorganizaciéon molecular sustancial que puede abarcar largas
escalas de tiempo, era que los cambios conformacionales implicados en
los cambios alquimicos que plantedbamos estudiar aqui eran relativa-
mente menores, ya que no afectaban significativamente a la estructura
helicoidal del ADN. Nos las arreglamos para pedir prestado tiempo de
computacion de todas las mdquinas a las podiamos tener acceso, y el
trabajo se completd en poco mds de un ano (97).

H H
N—H---- CH 0---H—N
/N 3 r/N
< N /A\N----H—N T A\ R/N /G N—-H----N/C A\
N= N\ N= N\
o R /N—H-- (o) R
H
H H
\ /

Figura 3. Estructuras quimicas de los pares de bases de ADN naturales y modifi-
cadas en la disposicion Watson-Crick. Los enlaces de hidrégeno se representan
como lineas discontinuas. La D representa la 2,6-diaminopurina (o 2-aminoade-
nina), mientras que la I representa a la hipoxantina del nucledsido inosina.
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La “transmutacién” del hidrégeno unido al C2 de la inosina en un
grupo amino en la secuencia ICIC fue posible con la ayuda de dos
“atomos ficticios” (D, de dummy), que se caracterizaban por tener
tanto la carga puntual como el pardmetro de energia no enlazada ajus-
tados a cero. Durante las simulaciones del ADN libre y unido a la
netropsina, aumentdbamos linealmente en pequefios incrementos los
pardmetros de cada grupo HD2, de modo que al final de la perturba-
cion alcanzaban los valores correspondientes al grupo NH2 estdndar.
Al hacer esto, nos dimos cuenta de que el surco menor del ADN se
volvia progresivamente menos profundo, més polar y menos estre-
cho. En su complejo con la netropsina, estos cambios fueron acom-
panados por la extrusion de parte de 1a molécula del fairmaco hacia el
disolvente acuoso y por una disminucion de la energia libre de unién
que estaba en muy buena consonancia con el valor experimental (97).
Los célculos, por lo tanto, fueron capaces de reproducir la preferencia
observada de la netropsina por unirse a ICIC sobre GCGC de una
manera cuantitativa, mientras que al mismo tiempo proporcionaron
una buena justificacion de la especificidad de la asociacién que sefa-
16, una vez mas, a la anchura del surco menor como un determinante
importante de la estabilidad del complejo.

3. Intercalantes bifuncionales naturales y el empareja-
miento de bases Hoogsteen.

Habiendo estudiado primero los ligandos con tendencia a unirse al
ADN rico en AT de preferencia a las secuencias que contienen GC,
tras mi regreso a la UAH me interesé por los ligandos intercalantes,
que en su mayoria se insertan en los pasos CpG (98). El proceso de in-
tercalacién en el ADN permite la inserciéon de un ligando plano entre
pares de bases sucesivos aumentando su separacion vertical (eleva-
cion, rise) y cambiando su grado relativo de rotacion (dngulo de giro,
twist) mediante la introduccion de movimientos de biela-manivela en
el esqueleto de azicar-fosfato (como el cigiiefial de un motor) (5).
El interés en los intercalantes bifuncionales (o “bisintercalantes”) no
solo se debe a la posibilidad de mejorar su afinidad de unién con
respecto a la de los mondmeros correspondientes, sino también a las
mayores oportunidades de imponer una unién selectiva a secuencias
definidas que ofrece atrapar dos (;0 posiblemente mas?) pares de ba-
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ses entre los sitios de intercalacién. En consecuencia, el tamafio del
sitio ocupado por el ligando aumenta, es decir, para un sitio de unién
que cubre cuatro pares de bases, el nimero de secuencias distingui-
bles es de 136 frente a solo 10 pasos unicos de dinucledtidos en los
que puede tener lugar la monointercalacion. El problema concreto de
disefio es seleccionar un conector adecuado con la capacidad de re-
conocer grupos funcionales en el surco menor o en el mayor. Como
suele ser el caso, la Naturaleza se anticipd proporciondndonos algu-
nos ejemplos extremadamente elegantes y sugerentes de intercalantes
bifuncionales en la familia de antibidticos de quinoxalina represen-
tada por la equinomicina (también conocida como quinomicina A) y
su precursor biosintético, la triostina A. Estos agentes son producidos
principalmente por Streptomyces echinatus 'y S. triostinicus, respecti-
vamente, y para ellos se demostr6 tempranamente un tamafio del sitio
de unién de cuatro pares de bases, mds tarde confirmado repetidas ve-
ces (99). Se demostro que estos bisintercalantes naturales tienen una
clara preferencia por unirse a un nicleo 5’-CpG-3’ flanqueado por un
par de bases A:T a cada lado, a diferencia de los ligandos naturales
no intercalantes en forma de medialuna mencionados anteriormente
(por ejemplo, la netropsina y la distamicina), que muestran una fuerte
preferencia por unirse al surco menor de las regiones de ADN ricas en
A,T. De forma bastante llamativa, se puso de manifiesto un reordena-
miento dependiente de secuencia en los pares de bases adyacentes al
nucleo del CpG en aquellos casos en que la base situada en el lado 5’
del paso de unién CpG era una purina: esta base gira 180 grados sobre
el enlace glicosidico para adoptar una orientacién syn en relacion con
el azicar, permaneciendo unida mediante enlaces de hidrégeno a la
timina opuesta haciendo uso del llamado esquema Hoogsteen (Figura
4), como inform6 por primera vez un investigador alemdn apellidado
asi cuando resolvid la estructura cristalogréfica de rayos X del com-
plejo 1:1 formado entre 1-metiltimina y 9-metiladenina (100). Curio-
samente, esta disposicion de emparejamiento de bases se detectd en
d(ACGT),, d(GCGC), (a pH bajo), d(CGTACG),, d((ACGTACGT),,
d(ACGTATACGT), y d(GCGTACGC), (de nuevo a pH écido), pero
no en d(AAACGTTT),, d(TCGA),, d(CCGG), y d(TCGATCGA),.
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Figura 4. (A) Pares de bases adenina:timina (izquierda) y guanina:citosina (de-
recha) en la configuraciéon Hoogsteen. (B) Estructura cristalogréfica del complejo
formado entre el octdmero de ADN d(GCGTACGC), y dos moléculas de equino-
micina (cédigo PDB 1PFE). Los cuatro pares de bases G:C y A:T que flanquean
los cromdforos intercalados estdn emparejados mediante el esquema Hoogsteen,
con las purinas giradas a la orientacién syn en relacién con los azicares.

Movido por la curiosidad de conocer el origen de este fendmeno in-
completamente comprendido, propuse a mi primer y muy motivado
estudiante de doctorado, José Gallego, que emprendiera una investi-
gacion tedrica de los factores que podrian estar determinando estas
preferencias conformacionales en los pares de bases que flanquean
ambos lados del paso de unién CpG. Dado que Peter Kollman y sus
colaboradores se habian centrado previamente en la estabilidad relati-
va del complejo d(CGTACG),:(triostina A), con los pares de bases AT
centrales en Hoogsteen (como se encontré en una estructura cristalo-
gréfica publicada en la revista Science en 1984 (101)) o en el empare-
jamiento Watson-Crick (WC) utilizando MM (102) elegimos estudiar
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los complejos formados entre la equinomicina y los tetrdmeros de
ADN d(ACGT), y d(TCGA),, para los que se disponia de informa-
cion estructural a partir de la espectroscopia de resonancia magnéti-
ca nuclear (RMN) (103). Nuestra investigacion traté de abordar dos
cuestiones principales: (i) por qué las bases terminales del complejo
d(ACGT), (en adelante denominado A,) aparecian emparejadas por
Hoogsteen mientras que las del d(TCGA), (T,) no, y (ii) por qué el
primer complejo era mds estable que el segundo. Para ello, analiza-
mos el comportamiento de los complejos d(ACGT),:equinomicina y
d(TCGA),:equinomicina en los que ambos pares de bases AT termi-
nales estaban en conformacion Hoogsteen (A, y T,) o WC (A, y T,)
mediante cuatro simulaciones independientes de DM en disolucion
acuosa, cada una de las cuales duré 40 ps (jun tiempo considerable
en aquella época para nuestros modestos recursos computacionales!)
(104).

Ninguno de los complejos sufrié grandes cambios conformacionales
con respecto a la estructura inicial correspondiente durante las simu-
laciones en agua y las bases de ADN permanecieron emparejadas,
excepto por algunos efectos de deshilachado de los extremos que
fueron mds notables en el complejo A,. Las conformaciones de los
complejos encontrados experimentalmente, A, y T, , coincidian cua-
litativamente con los efectos nucleares Overhauser (NOE) detectados
en los espectros de RMN. Consideramos y discutimos por separado
los tres principales tipos de interaccion que la equinomicina establece
con las moléculas de ADN: (1) interacciones van der Waals y elec-
trostaticas entre la region depsipeptidica del farmaco y el surco menor
de las moléculas de ADN, (2) enlaces de hidrégeno entre los residuos
de alanina de la equinomicina y las bases de guanina del ADN, y (3)
interacciones de apilamiento entre los croméforos de quinoxalina y
los pares de bases adyacentes. De acuerdo con los resultados de RMN
y rayos X, el modelo A, resultd estar estabilizado por dos fuertes
enlaces de hidrégeno entre los grupos amino de las alaninas y el N3
de las guaninas, y dos mds entre los grupos carbonilo de las alaninas
y los grupos 2-amino de las guaninas, uno de los cuales era solo lige-
ramente mds débil debido a la unién asimétrica de la equinomicina;
en los otros tres modelos, se perdi6 uno de los enlaces de hidrégeno
entre el residuo de alanina y el firmaco. Aunque estos resultados ar-
gumentaban a favor de que la mayor estabilizacion tenia lugar en el

28



complejo A, no proporcionaban ninguna pista sobre el origen del
reorganizaciéon WC > Hoogsteen.

A continuacidn, centramos nuestra atencion en los residuos de qui-
noxalina que, segin nuestros célculos, aportaban casi el 50% de la
energia total de interaccion entre la equinomicina y los tetrdmeros de
ADN. Realizamos un andlisis detallado de estas interacciones en los
cuatro modelos estudiados porque (i) era generalmente aceptado que
la especificidad de secuencia de los sitios flanqueantes de este antibio-
tico descansaba en gran medida sobre las interacciones de apilamien-
to de sus croméforos de quinoxalina (101,105) y (ii) se habia demos-
trado independientemente que las interacciones de apilamiento en la
molécula de ADN dependian de la composicion y orientacién de las
bases nitrogenadas y estaban ampliamente dominadas por el término
electrostético (106). Consideramos todo el sistema coplanar y conju-
gado de la quinoxalina-2-carboxamida -en lugar de solo los anillos de
quinoxalina- como la entidad molecular del fairmaco responsable de
las interacciones de apilamiento. A continuacion, trazamos el momen-
to dipolar de este fragmento intercalante como la forma mas sencilla
de representar la polaridad de la distribucion de cargas e hicimos lo
mismo para cada uno de los pares de bases adyacentes que componen
el sitio de intercalacion (Figura 4B). Dado que la suma de las cargas
debe ser cero para que el momento dipolar sea independiente del ori-
gen de coordenadas, se incluyeron en los cdlculos los dtomos C1° del
ADN y los dtomos Ca de las serinas como amortiguadores para que
cada uno de estos sistemas alcanzara la neutralidad eléctrica.

Hicimos tres observaciones interesantes relacionadas con el problema
en cuestion: (i) en la conformacién Hoogsteen, el momento dipolar
de un par de bases AT aumenta a mds de 5 debye desde el valor de
=2 debye encontrado en la conformacién WC, (ii) los crom6foros de
quinoxalina-2-carboxamida de la equinomicina tienen un alto mo-
mento dipolar (4-5 debye), con el polo negativo situado en la region
de la pirazina-2-carboxamida y el positivo en la region del anillo ben-
cénico, y (iii) en el complejo A, encontrado experimentalmente, el
alto momento dipolar de cada par de bases AT en una conformacion
Hoogsteen y el del cromé6foro apilado de la equinomicina tienen di-
recciones opuestas, lo que da lugar a una interaccién dipolar favora-
ble; por el contrario, el momento dipolar del par de bases AT invier-
te su orientacion en el complejo Hoogsteen T, no experimental, de
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modo que ambos vectores dipolares apuntan en la misma direccién y
la interaccién dipolar resultante es desfavorable. En conjunto, nuestra
interpretacion de estos resultados (104) fue que un esquema de pares
de bases A:T en conformacién Hoogsteen deberia ser preferible para
la union de la equinomicina al tetrimero d(ACGT),, mientras que la
disposicion clasica de enlace de hidrogeno WC seria mds estable para
la secuencia TCGA. Fue alentador evidenciar que esto era precisa-
mente lo que se habia detectado experimentalmente.

Cuando son los pares GC en lugar de AT los que flanquean el paso
CpG al que se une (como una grapa) la equinomicina, el apareamiento
de bases Hoogsteen se observa igualmente (a pH 4cido) solo cuando
la base de purina (guanina) estd en el lado 5’ de los sitios CpG, es
decir, se detecta en d(GCGC), y d(GCGTACGC), (105,107), pero no
en d(CCGGQG), independientemente del pH (108). La necesidad de un
pH bajo se justifica porque el esquema de enlace de hidrégeno tipo
Hoogsteen en los pares de GC requiere la protonacién de la base ci-
tosina (Figura 4). En un intento de racionalizar estas observaciones,
ampliamos nuestro trabajo anterior modelando y estudiando mediante
simulaciones de DM en disolucién acuosa los complejos de equino-
micina con d(GCGC), y d(CCGG), en los que ambos pares de bases
terminales G:C adoptaban una conformacion Hoogsteen (denomina-
dos G, y C,,, respectivamente) o WC (G, y C,). En este caso, descu-
brimos que las conformaciones de los complejos G, y C; detectadas
experimentalmente no se alteraban de forma significativa durante el
transcurso de la simulacién de 70 ps, como evaluamos por la baja
desviacion cuadratica media (rmsd, de root-mean-square deviation)
de la estructura inicial, mientras que observamos valores rmsd com-
parativamente mayores para C, y G, (109). Los cdlculos adiciona-
les también predijeron un gran aumento de la energia de interaccion
entre la equinomicina y el diplex d(GCGC), tras la protonacion de
las citosinas terminales y la posterior formacion del par Hoogsteen.
En concordancia con trabajos anteriores (102,104), encontramos que
alrededor del 50% de la energia de interaccion total en todos los com-
plejos parecia ser aportada por las interacciones de van der Waals que
involucraban unicamente el sistema bianular de la quinoxalina. Este
término, sin embargo, disminuyé cuando las bases de guanina termi-
nales en d(CCGG), adoptaban una conformacion Hoogsteen. Por el
contrario, en el complejo G, observanos una marcada ganancia de
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energia de interaccion electrostdtica de apilamiento entre los cromo-
foros de la equinomicina y las bases terminales emparejadas mediante
el esquema Hoogsteen. Pensamos que la combinacion de estos dos
factores podria explicar la observacion experimental de que a bajo
pH la formacion de pares de bases Hoogsteen solo se observa en el
complejo equinomicina-d(GCGC), (110).

En general, nuestros hallazgos confirmaron las primeras pruebas teo-
ricas obtenidas para las bases de ADN apiladas que mostraban que la
contribucién electrostética juega un papel decisivo en la estabiliza-
cién de la interaccion de apilamiento (111) y que este término es muy
sensible a la orientacion relativa de los sistemas planos implicados
(112). En nuestra opinion, los cambios conformacionales provocados
por la unién de equinomicina y triostina A a oligonucle6tidos cortos
proporcionaban una prueba de concepto excelente para sondear la na-
turaleza y la dependencia de las interacciones de apilamiento en los
complejos ADN:fdrmacos intercalantes utilizando métodos tedricos.
Pero, ;podria extenderse esta metodologia a la cuestion de la selecti-
vidad de la unién?

4. La bisintercalacion de la equinomicina y agentes bifun-
cionales relacionados en relacion con las preferencias de
la secuencia de unién.

Se aceptaba ampliamente que el origen de la selectividad de unién
de la triostina A y la equinomicina por los pasos CpG era el resulta-
do de los enlaces de hidrégeno entre la parte depsipeptidica de estos
antibidticos y el grupo amino exociclico de la guanina en el surco
menor (99). Los trabajos tradicionales sobre las relaciones estructura-
afinidad (“SAR”, de Structure-Affinity Relationships) de la familia
de antibidticos de las quinoxalinas se ocupaban de los efectos que
la introduccién de nuevos sustituyentes o la eliminacién de los exis-
tentes tenian sobre las propiedades de unién de un determinado fér-
maco, evaluadas principalmente mediante experimentos de “huella
sobre el ADN” (DNA footprinting). Los ejemplos mas conocidos son
probablemente los proporcionados por la des-N-tetrametil triostina
A (TANDEM) y el [N-MeCys?,N-MeCys’] TANDEM (CysMeTAN-
DEM), andlogos de la triostina A que carecen de todos o de la mitad
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de los grupos N-metilo de las cisteinas y valinas, respectivamente,
y que se unen mejor a un nucleo central de TpA. Este cambio tam-
bién podria racionalizarse como debido a la falta de funcionalidades
de enlace de hidrégeno convenientemente situadas en el depsipép-
tido modificado que pudieran interactuar con el grupo 2-amino de
la guanina. Posteriormente, un elegante enfoque complementario de
SAR consistié en cambiar la naturaleza de las bases que componen
el sitio diana en la molécula de ADN (Figura 3) en lugar de modifi-
car el propio ligando. Esto se consigui6 en el laboratorio de Michael
Waring (Cambridge University, Reino Unido) en una serie de ele-
gantes experimentos consistentes en (i) sustituir la guanosina (G) por
inosina (I) -lo que equivale a eliminar selectivamente el grupo amino
exociclico del surco menor- y (ii) utilizar la 2,6-diaminopurina (D,
también conocida como 2-aminoadenina) en lugar de la adenina (A)
para emparejarse con la timina -lo que da lugar a un ADN que contie-
ne un grupo amino en cada uno de los pasos-. Como se esperaba, la
equinomicina no se unié a los pasos Cpl, lo que otorgaba atin més cre-
dibilidad al papel crucial que desempefia este grupo en la interaccion
de este ligando con el surco menor del ADN (113). La introduccion
del grupo amino extra en el surco menor de las regiones DT, por el
contrario, condujo a una redistribucion de los sitios de unién en rela-
cion con el ADN normal y se demostré que la equinomicina se unia
a cualquier combinacién pirimidina-purina que no fuera el paso CpG
habitual (114). Sorprendentemente, no solo cambié drasticamente la
selectividad sino que la afinidad de la equinomicina por estos nuevos
sitios de unién en el ADN modificado resulté ser al menos un orden
de magnitud mayor que la que presentaba por el ADN normal.

Dado que nuestros estudios anteriores habian puesto de manifiesto
una interaccién electrostética desfavorable entre el sistema quinoxa-
lina-2-carboxamida de la equinomicina y los pares de bases que com-
ponen el paso central CpG (104,109), razonamos que no solo el enlace
de hidrégeno sino también las interacciones de apilamiento podrian
estar desempefiando un papel en la determinacion de las preferencias
de unién de la equinomicina. Para probar esta hipdtesis, generamos
13 modelos moleculares de los complejos 1:1 de equinomicina con
hexdmeros de ADN tanto estdndar como modificados y evaluamos las
diferentes contribuciones a su estabilidad relativa (110). EI conjunto
de secuencias contenia todas las combinaciones de sitios de unién
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sondeados experimentalmente por la equinomicina. El objetivo era
obtener informacion tanto sobre las interacciones de apilamiento en-
tre el sistema quinoxalina-2-carboxamida y cualquier par de bases de
ADN como sobre todas las posibilidades de enlace de hidrogeno entre
el depsipéptido y los d&tomos de ADN en el surco menor.

El andlisis energético revel6 que las interacciones que implican a los
residuos de alanina y a los croméforos de quinoxalina-2-carboxamida
de la equinomicina podrian explicar por si mismas las selectividades
de unién observadas. Ademads, al representar estos componentes ener-
géticos frente a la energia de interaccion total, se detecté una buena
correlacion lineal y los diferentes hexdmeros aparecieron agrupados
en dos subconjuntos distintos. Un primer subconjunto abarcaba una
familia de buenos sitios de unién que presentaban tanto un dinucle6-
tido central dotado de plena capacidad de formacion de enlaces de
hidrégeno en el surco menor como una disposicién de pares de ba-
ses que daba lugar a una interaccidn de apilamiento globalmente fa-
vorable con los cromdforos del antibidtico. Las secuencias del otro
subconjunto compartian unas posibilidades de enlace de hidrogeno
mds pobres y unas interacciones mds débiles con los agrupamientos
de quinoxalina-2-carboxamida. Los sitios de unién mds favorables
fueron, de hecho, aquellos en los que las As del ADN habian sido
sustituidas por Ds, y sobre todo la secuencia DTDT, en buena con-
cordancia con las observaciones experimentales (110). Fue especial-
mente ilustrativo ver los resultados de footprinting a la luz de los
célculos que descomponian la entalpia de unién debida a las interac-
ciones de apilamiento -tanto con los pares de bases atrapados entre
los dos croméforos como con los que flanqueaban el sitio de bisin-
tercalacion- en sus componentes electrostaticos y de van der Waals.
Examinando en primer lugar los complejos con un paso CpG central
comtun, pudimos comprobar que las pequefias diferencias entre ellos
se limitaban, como era de esperar, a las interacciones con las bases
flanqueantes. No obstante, el componente electrostatico parecia ser
mads discriminante que el término de van der Waals correspondiente,
como se ilustra mds claramente en el caso de CCGG (aparentemen-
te, un sitio de unién de equinomicina mds débil que ACGT) para el
que este componente electrostatico resulto ser ligeramente repulsivo.
El hecho de que se calculara que la interaccion electrostatica entre
los croméforos del farmaco y el paso central CpG fuera desfavorable
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sugeria que este efecto negativo debia ser compensado por las in-
teracciones electrostdticas y de enlace de hidrégeno muy favorables
establecidas con el surco menor; ademds, era indicativo de que la di-
ferente distribucion de cargas de los pares de bases en un paso TpD
(que también presenta dos grupos 2-amino en el surco menor) podria
dar lugar a una interaccion electrostética de apilamiento atractiva con
la quinoxalina-2-carboxamida. Esto resulté ser asi, y la mejora de la
energia de unién calculada estaba en concordancia con la mayor cons-
tante de asociacion experimental. Los resultados que racionalizan la
mayor afinidad de la equinomicina por la secuencia DTDT respecto a
ACGT se vieron reforzados por las energias de interaccion obtenidas
para secuencias “mixtas”, para las que se encontraron valores a medio
camino entre los de cada uno de estos dos complejos. El hecho de
que, en el ADN modificado empleado en los experimentos, los sitios
CpG originalmente protegidos fueran adyacentes a estos sitios de alta
afinidad que contienen D podria explicar por qué se excluy6 la unién
a los pasos CpG candnicos.

La biosintesis dirigida ha producido una serie de andlogos de la
equinomicina y la triostina que contienen cromoéforos alternativos a
la quinoxalina. Entre ellos destaca el derivado bis-quinolinico de la
equinomicina designado 2QN (115), para el que se ha encontrado una
interesante correlacion entre las propiedades espectroscopicas y ter-
modindmicas (116). Este hecho hizo pensar a los investigadores que
los sistemas de anillos intercalados podian controlar en gran medida
la selectividad de secuencia. Sin embargo, los resultados de huella so-
bre el ADN no fueron significativamente diferentes de los obtenidos
con la equinomicina. Asi, el determinante principal de los sitios de
unidn preferidos por ambos farmacos fue el grupo 2-amino expuesto
en el surco menor de la doble hélice de ADN y ambos farmacos se
unieron a las secuencias que rodean los pasos TpD con una afinidad
mucho mayor que a los pasos CpG estdndar. En linea con nuestros
calculos anteriores, detectamos una mayor estabilizacion en un com-
plejo 2QN:d(GDTDTC), modelado que contenia un paso TpD central
que en el complejo equivalente 2QN:d(GACGTC), que contenia un
paso CpG (115). Calculamos y mostramos el potencial electrostatico
molecular (PEM) para ayudar a visualizar el origen de esta diferencia.
Los PEM tanto de 2QN como de equinomicina revelaron un patrén
distintivo que consideramos relevante para la unién al ADN, a saber,
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una region positiva alrededor de los anillos intercalantes y una region
negativa (que emana de los dtomos de azufre y de la mayoria de los
grupos carbonilo del depsipéptido) en el lado opuesto de la molécula
(Figura 5). Postulamos que la asimetria electrostatica resultante ayuda
a la aproximacion productiva y a orientar correctamente este tipo de
ligando con respecto a la molécula de ADN antes de la intercalacion,
compensando posiblemente la falta de una carga positiva neta (como
la presente en los ligandos del surco menor discutidos més arriba).
Ademds, la comparacion de los PEM calculados para los dos hexa-
nucledtidos de ADN en sus complejos con el farmaco utilizando un
método sustractivo revel6 diferencias sustanciales no solo en el surco
mayor, como era de esperar por la inversién de las posiciones de los
grupos O y NH, situados en €l (Figura 3), sino también en los espa-
cios entre los pares de bases que constituyen el sitio de intercalacion
y son ocupados por los croméforos del farmaco durante el proceso de
asociacion (Figura 5). Sugerimos que estas diferencias podrian mo-
dular la especificidad de unién al ADN de la equinomicina, el 2QN y
los andlogos relacionados, actuando de forma concertada con las bien
establecidas interacciones de enlace de hidrégeno que implican a los
grupos amino exociclicos en el surco menor.

Figura 5. Izquierda: Potencial electrostatico molecular (PEM) calculado para la
equinomicina y mostrado como contornos sélidos coloreados en rosa y cian para
las regiones negativas y positivas, respectivamente. Derecha: Mapa diferencial
resultante de sustraer el PEM calculado para d(GDTDTC), en un medio acuoso
del obtenido para d(GACGTC), con objeto de resaltar las regiones en las que
el PEM difiere entre las dos moléculas de ADN. Los contornos de la malla en
naranja y verde delimitan aquellas regiones en las que esta diferencia es =0,5 6
<-0,5 unidades, respectivamente.
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La especificidad de unién de TANDEM y CysMeTANDEM a los pa-
sos TpA en lugar de a los pasos CpG reconocidos por la triostina A,
la equinomicina y el 2QN en el ADN estdndar se habia racionalizado
inicialmente como originada por la pérdida de posibilidades de enlace
de hidrégeno con el grupo 2-amino de las guaninas debido a la for-
macion de dos enlaces de hidrégeno intramoleculares entre el CO de
las alaninas y el NH de las valinas en los andlogos desmetilados. Sin
embargo, la sustitucién G — I en la molécula de ADN no influye en
la interaccién de TANDEM con los pasos TpA (es decir, TANDEM
no se une a los pasos Cpl) (117), y se ha demostrado que la unién de
CysMeTANDEM a Cpl es mucho mds débil que la union a los sitios
TpA de alta afinidad (118), a pesar de que los surcos menores de los
pasos Cpl y TpA proporcionan las mismas disposiciones de enlace
de hidrégeno (Figura 3). Ademds, se habia demostrado que (i) la afi-
nidad de CysMeTANDEM (118,119) y TANDEM (117) por las se-
cuencias que contienen TpA se veia claramente afectada por las bases
flanqueantes, y (ii) los tetranucleétidos ATAT y TTAA constituian los
mejores y peores sitios de union, respectivamente.

Dado que estas observaciones también apoyaban la opinion de que
la especificidad de union de este tipo de bisintercalantes depende de
algunos factores adicionales mds alld de las interacciones de enlace
de hidrégeno entre el depsipéptido y el surco menor, intentamos com-
prender su origen utilizando métodos tedricos. El problema, como
he explicado en la introduccidn, es que las energias de interaccion
ligando-ADN calculadas mediante MM -ya sea sobre una unica es-
tructura que se toma para representar la media del conjunto de cada
complejo o sobre multiples instantdneas extraidas periddicamente a lo
largo de una trayectoria de DM con el fin de obtener un promedio- son
demasiado crudas para aproximarse a las energias libres de unién que
realmente se relacionan con las constantes de asociacién determina-
das experimentalmente. Aunque este enfoque relativamente simple
ya habia demostrado sus méritos en la deteccidon de tendencias (110)
y podia complementarse con métodos electrostiticos continuos que
consideran los efectos de la desolvatacién (120,121) de ligandos y re-
ceptores -que se oponen a las interacciones electrostaticas favorables
(122)-, no hay que olvidar que descuida las contribuciones entrépicas,
asi como los cambios en la energia interna que sufren tanto el fairma-
co como la molécula de ADN al unirse. En el caso de los ligandos,
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generalmente se supone que estos cambios son pequefios y de magni-
tud similar para todos los complejos considerados, pero la situacion
puede ser bastante diferente para las moléculas de ADN debido a la
microheterogeneidad dependiente de secuencia mencionada también
en la introduccién. Por ejemplo, es concebible que la intercalacion
en ciertas secuencias se vea favorecida simplemente por la tendencia
inherente de algunos pasos de dinucledtidos a desenrollarse parcial-
mente dentro de la estructura de la doble hélice de ADN (11,123).

Para corroborar la validez de nuestra hipdtesis de que las interaccio-
nes de apilamiento desempefian un papel decisivo en la modulacién
de la unién preferente de estos ligandos bisintercalantes, las herra-
mientas computacionales de eleccién son los métodos de perturba-
cion de la energia libre y de integracion termodindmica (91,92,94).
Sin embargo, estos estudios no se llevaron a cabo en mi laboratorio
hasta que otra estudiante de doctorado de gran talento, Esther Marco,
se unié a mi grupo y mads tarde fue asistida por una nueva y entusiasta
recluta, Ana Negri. Entonces conseguimos, con la inestimable ayuda
de mi docto colega y amigo F. Javier Luque (y a quien sin duda debo
el honor de haber sido nominado para pertenecer a la RAFC), com-
pletar varios ciclos termodindmicos en nuestro intento de compren-
der los origenes tanto de la notablemente mayor afinidad de 2QN por
DTDT en relacién con los sitios GCGC como de la notable pérdida
de afinidad de unién entre CysMeTANDEM e ICIC en comparacion
con ATAT. Estos estudios abarcaron la perturbacién de pares de bases
completos en el ADN normal y en el que contenia I o D. Ademds,
los célculos se realizaron de forma que las contribuciones de los pa-
res de bases a ambos lados de los cromoéforos intercalados pudieran
evaluarse por separado (124). Las diferencias calculadas de energia
libre de unién para los dos agentes bisintercalantes 2QN y CysMe-
TANDEM resultaron estar en muy buen acuerdo cualitativo con los
datos experimentales. Asi, la uniéon de 2QN a d(GCGGCGCCGO),
se vio desfavorecida en 1,8 kcalxmol' con respecto a la unién a
d(GCGDTDTCGC),, de acuerdo con el aumento de ~100 veces en
la afinidad de 2QN por unirse a un sitio DTDT en comparacién con
un sitio GCGC en el ADN (115), mientras que la unién de CysMe-
TANDEM a d(CTCICCAG), parecia estar ain mds desfavorecida
(en kcalxmol”) sobre la unién a d(CTCATATCAG),, en consonan-
cia con el hecho de que este ligando se une con muy alta afinidad
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a los pasos TpA pero no se une significativamente a los Cpl (117).
Ademads, nuestros cdlculos apuntaban claramente a la contribucion
electrostdtica a las interacciones de apilamiento que implican a las
bases distales como el determinante critico de la selectividad de union
para estos dos ligandos. Este hallazgo reforzé la opinién de que el
sitio de reconocimiento para este tipo de bisintercalantes se amplia
definitivamente mds alld del paso central del dinucleétido para cubrir
cuatro pares de bases. Mds tarde pudimos extender estas reglas al
depsipéptido ciclico rico en azufre tiocoralina, un producto natural de
origen marino con dos cromdforos de hidroxiquinolina que muestra
una interesante actividad citotdxica a concentraciones nanomolares.
Utilizando varios oligonucle6tidos de secuencia definida marcados
con fluoréforos (“balizas moleculares’) pudimos determinar -con la
inestimable colaboracién de Alberto Domingo (UAH)- la capacidad
de este farmaco para estabilizar la estructura de doble hélice utilizan-
do un instrumento de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real (RT-PCR) (125).

En conclusion, aunque los enlaces de hidrogeno entre el depsipéptido
del farmaco bisintercalante y los grupos funcionales presentes en el
surco menor del ADN deben ser correctos (porque hay una penaliza-
cion cuando faltan o son erréneos), los patrones de selectividad solo
pueden explicarse adecuadamente cuando también se tienen en cuen-
ta las interacciones de apilamiento que emanan de los pares de bases
que componen el sitio de intercalacién a ambos lados del croméforo.

5. Preferencias de union de los bisintercalantes sintéticos
de piridocarbazol.

El ditercalinio y el Flexi-Di son los representantes mas estudiados de
una clase de bisintercalantes sintéticos que, a diferencia de los de ori-
gen natural que acabamos de describir, se unen al ADN desde el surco
mayor. Ambos ligandos surgen de conectar dos cromdéforos cuater-
nizados de 10-metoxi-7H-pirido[4,3-c]carbazolio (126) mediante un
espaciador rigido o flexible (Figura 6). Se habia demostrado median-
te espectroscopia de RMN (127) y cristalografia de rayos X (128)
que ambos anillos heteroarométicos del ditercalinio se intercalaban
simultdneamente entre los CpG contiguos de un oligonucledtido
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d(CGCQG),, mientras que la unién del farmaco a d(GCGC), mostra-
ba un anillo intercalado en el paso CpG vy el otro apilado sobre uno
de los pares de bases externas (129). Me Ilam¢ la atencién el hecho
de que ninguno de estos conectores por si mismo parecia capaz de
discriminar entre los pasos GpC y CpG, ya que en ambos casos los
atomos N7 y O6 de las guaninas se encuentran en la diagonal del sur-
co mayor en posiciones equivalentes, conformando asi dos regiones
de PEM muy negativo. Ademds, la demostracioén en el surco menor
de los pasos TpA de cadenas cargadas positivamente semejantes a las
del ditercalinio y el Flexi-Di (130) ponia en entredicho el supuesto
papel fundamental de los espaciadores a la hora de dictar la prefe-
rencia de estos farmacos por el surco mayor. A la luz de nuestros ha-
llazgos anteriores, sospechamos que las interacciones de apilamiento
que implican a los cromoéforos cargados positivamente podrian te-
ner una relacién importante con estas observaciones experimentales
y también explicar la evidencia cristalografica adicional que sugiere
una curvatura significativa del eje helicoidal del ADN hacia el surco
menor. De hecho, los cristalégrafos sugirieron inicialmente que esta
inusual deformacién del ADN en complejo con el ditercalinio (~15°
de curvatura) podria surgir de la limitada flexibilidad del espaciador
que conecta los dos croméforos del farmaco, pero se sorprendieron al
encontrar que el grado de curvatura era incluso mayor en la estructura
cristalografica de la misma secuencia de ADN en complejo con Flexi-
Di, el cual contiene un espaciador extremadamente flexible (131).
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Figura 6. Estructuras quimicas de los bisintercalantes sintéticos ditercalinio y
Flexi-Di.

39



Para investigar los origenes tanto de las preferencias de secuencias de
unién como de los cambios conformacionales producidos en la molé-
cula de ADN al formar complejos con estos farmacos, encargué este
proyecto a Beatriz de Pascual-Teresa, que acababa de incorporarse a
mi grupo tras una exitosa estancia postdoctoral con Ken Houk en la
Universidad de California (UCLA). Los cdlculos preliminares sobre
las estructuras cristalogréficas de rayos X mostraron que el compo-
nente de energia electrostatica de las interacciones de apilamiento en-
tre los anillos de piridocarbazolio y las bases de ADN era favorable
para los pares de bases interiores comprendidos entre ellos, pero des-
favorable para los pares de bases que componian los limites exteriores
del sitio de bisintercalacion (132). Ademas, la interaccidn electrostati-
ca resultd ser atractiva para las guaninas internas pero repulsiva para
las citosinas internas, lo que explicaba muy bien los pobres contactos
de van der Waals observados experimentalmente entre estas tltimas
y los croméforos del farmaco (128,131). También establecimos que,
como resultado de la unién del farmaco, el paso constituido por los
dos pares de bases centrales se encontraba parcialmente desenrollado
en relacion con un paso GpC en una hélice de ADN estandar.

A continuacidén, construimos modelos computacionales de los com-
plejos formados entre ditercalinio y Flexi-Di con el hexanucleétido
de secuencia alternante d(GCGCGC),, en los que cada farmaco abra-
zaba el sitio de unién GpC central. Los complejos se sumergieron en
una caja de agua, se neutralizaron mediante la adicién de iones sodio,
y se sometieron a simulaciones de DM durante 0,5 ns. Para evaluar el
efecto de los espaciadores cargados positivamente, se realizaron dos
simulaciones adicionales, en las que se “apagaron” las cargas de los
enlazadores, es decir, se pusieron a cero. Nuestros resultados reforza-
ron la idea de que el potencial de formacion de enlaces de hidrégeno
entre los conectores y el ADN se reducia efectivamente en el medio
acuoso debido a las interacciones competitivas con las moléculas de
agua. Por esta razon confirmamos que su ubicacion en el surco mayor
es esencialmente el resultado de las marcadas preferencias orienta-
cionales -dirigidas electrostdticamente- que muestran los cromdéforos
cuaternizados de piridocarbazolio con respecto a los pares de bases
G:C altamente polarizados (133).

En su conjunto, los resultados tedricos de nuestro trabajo sobre los
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bisintercalantes proporcionaron un apoyo cuantitativo a las descrip-
ciones cualitativas formuladas anteriormente basadas en la visuali-
zacion de las caracteristicas electrostaticas de los sistemas apilados
(133). Asi, la representacion grafica de los PEM calculados mediante
métodos de la mecdnica cudntica en un plano cercano a la superficie
de reconocimiento resulta de gran ayuda para entender la comple-
mentariedad electrostdtica y las interacciones repulsivas. Para un par
G:C, la region de PEM mads negativo se encuentra en la vecindad de
los d&tomos N7 y O6 de la guanina, mientras que la regiéon de PEM
mads positivo se encuentra alrededor del anillo de citosina (Figura 7).

Figura 7. Potencial electrostdtico molecular (PEM) de un par de bases G:C cal-
culado en un plano situado 1,7 A por debajo de los centros de los dtomos. Este
plano se aproxima a la superficie de reconocimiento y el PEM esta codificado
por colores, de modo que las regiones de 8 kcalxmol! aparecen en azul y las
regiones de -8 kcalxmol™!' estdn coloreadas en rojo, con los valores intermedios
en una rampa suave de colores tipo arcoiris. Las regiones mds positivas se colo-
rean en violeta y las mds negativas, en marrén. Los d&tomos se representan como
esferas CPK: C, verde; O, rojo; N, azul; H, blanco.

6. Selectividad de secuencia de la actinomicina D.
La importancia clinica de la actinomicina D (Figura 8 A) como agente
antitumoral y su marcada e inusual preferencia por la unién a pa-

sos 5°-GpC-3’ (GpC) y otros sitios secundarios como GpG (CpC) y
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GpT (ApC) hicieron de este farmaco otro modelo atractivo para nues-
tros estudios computacionales de las interacciones ligando-ADN. La
unién de la actinomicina D al ADN implica la intercalacién del cro-
moforo plano de 2-aminofenoxazina-3-ona entre dos pares de bases
y el alojamiento de los dos pentadepsipéptidos ciclicos en el surco
menor, uno a cada lado del sitio de intercalacion, cubriendo dos pares
de bases (Figura 8B).

(A) (B)
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Figura 8. Modo de unién al ADN de la actinomicina D. (A) Estructura quimi-
ca y composicién de aminodcidos de la actinomicina D (Sar = sarcosina). (B)
Esquema simplificado del modo de unién de la actinomicina D (croméforo en
gris oscuro) al surco menor de un hexanucleétido de ADN visto desde el surco
mayor. Los pares de bases inmediatamente adyacentes al sitio de intercalacion
se denominan centrales y estdn punteados; los pares de bases contiguos a estos
se denominan flanqueantes y estdn sombreados.

La resolucién de varias estructuras cristalograficas (134-137) reforz6
la creencia existente de que los enlaces de hidrégeno guanina-treo-
nina eran los factores responsables de la especificidad de unién de
la actinomicina a los pasos GpC, una hipétesis que habia sido apo-
yada por estudios tedricos (138). Sin embargo, esta especificidad se
mantenia tanto en la actinomina -un andlogo de la actinomicina en
el que los pentapéptidos ciclicos se sustituyen por cadenas laterales
de N,N-dietiletilenodiamina- como en la 2-aminofenoxazina-3-ona,
dos moléculas que no pueden formar enlaces de hidrégeno con los
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grupos 2-amino de la guanina. Estas observaciones daban crédito a
los primeros informes que apuntaban a las interacciones electrénicas
entre el croméforo de fenoxazona y el par de bases G:C relativamente
polarizado como fuente de la especificidad por guanina sobre las otras
bases comunes (139). Ademads, cuando se utilizé 2,6-diaminopurina
(D) en lugar de adenina en un fragmento de ADN, los experimen-
tos de footprinting mostraron que la especificidad de secuencia de la
actinomicina se alteraba drdsticamente y el firmaco se unia a cual-
quier paso 5’-purina-pirimidina-3’ diferente del sitio GpC estdndar
(114,140). Dado que los surcos menores de los pasos GpC y DpT
presentan capacidades de enlace de hidrégeno similares, como se ha
explicado anteriormente (Figura 3), esta interaccién por si sola no po-
dia explicar adecuadamente el cambio observado en las preferencias
de unién.

Para obtener una comprensién mas detallada de las interacciones que
gobiernan la unién especifica de la actinomicina al ADN, construimos
modelos moleculares de 14 hexdmeros de ADN de doble cadena que
contenian una variedad de sitios de unién en la regién central, a saber,
el paso canénico GpC, sitios secundarios como GpG y GpT, secuen-
cias no preferidas como CpG, ApT, ApA y TpA, y el sitio 6ptimo
DpT. Ademads, los pasos GpC y DpT se incorporaron en diferentes
contextos para evaluar la influencia de los pares de bases flanqueantes
(141). El conjunto de complejos contemplaba asi todas las posibili-
dades de formacién de enlaces de hidrégeno entre los depsipéptidos
y el surco menor del ADN, asi como todas las posibles combinacio-
nes de interacciones de apilamiento. Tras el refinamiento energético,
calculamos las energias de las interacciones intermoleculares y las
descompusimos en diferentes componentes electrostiticos y de van
der Waals, sometiendo la matriz de datos resultante a un analisis de
componentes principales (“PCA”, Principal Component Analysis)
como medio para destacar las SAR de este importante antibiético an-
titumoral.

Comprobamos que las energias de interaccion globales reflejaban
bien las afinidades relativas de la actinomicina D por los diferentes
sitios: el paso candnico GpC se veia energéticamente favorecido so-
bre cualquier otro paso central en la familia de secuencias naturales,
seguido de los sitios secundarios GpG y GpT, aunque las energias de
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unién mds favorables en todo el conjunto fueron las correspondien-
tes a secuencias en las que las adeninas habian sido sustituidas por
D, de acuerdo con la evidencia experimental (140). En cuanto a las
secuencias flanqueantes, se prefirieron las pirimidinas a las purinas
en el lado 5’ del sitio de intercalacion GpC, y GGCC aparecié como
la secuencia menos favorecida. Quizads lo mas interesante fue el ha-
llazgo de que los dos primeros componentes principales explicaban
facilmente mds del 90% de la varianza contenida en la matriz de datos
original y reproducian de forma notable las preferencias de secuencia
de la actinomicina D observadas experimentalmente. Los diferentes
grupos de sitios se discriminaban facilmente a lo largo del eje del
primer PC, que estaba formado por las interacciones electrostiticas
entre los péptidos y los pares de bases centrales, pero también por las
interacciones electrostdticas y de van der Waals entre el croméforo
de fenoxazona y los mismos pares de bases. Por lo tanto, demostra-
mos que la actinomicina D discrimina entre las diferentes secuencias
mediante una combinacion de interacciones de apilamiento y enlaces
de hidrégeno. La importancia del término de apilamiento aumenta a
la hora de distinguir entre los sitios que contienen G:C -como GpC,
GpG y CpG- y es crucial para favorecer los pasos centrales DpT fren-
te a los GpC. Estos resultados indican que los grupos 2-amino no
solo alteran el potencial de formacion de enlaces de hidrogeno o la
geometria del surco menor, como se ha discutido anteriormente, sino
que también imparten distintas propiedades de apilamiento a los pares
de bases, por motivos tanto estéricos como electrostaticos (106,112).
El modelo simple e intuitivo de que las cargas similares se repelen
y las cargas opuestas se atraen (ley de Coulomb) también es vili-
do para moléculas y fragmentos moleculares, y se puede considerar
que el minimo de energia encontrado en cada uno de los complejos
ADN:-ligando intercalado discutidos hasta ahora resulta de un equi-
librio entre minimizar las interacciones de apilamiento repulsivas y
maximizar las atractivas entre los momentos cuadrupolares eléctricos
(142). Invitado por el Profesor Pier de Benedetti (Universita degli
Studi di Modena, Italia), en 1998 contribui con una revisién sobre
las interacciones de apilamiento y la unién de intercalantes al ADN a
un ndmero especial que se publicé en Methods, un complemento de
Methods in Enzymology (143).
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7. Union del potente agente antitumoral trabectedina al
ADN y las inesperadas semejanzas con la unién de la cro-
momicina A .

El grupo amino de la guanina volvié a ser el centro de mi atencién
cuando, a principios de este siglo, me involucré en el estudio de los
mecanismos de accidn de varios antitumorales de origen marino bajo
los auspicios de la empresa farmacéutica y biotecnoldgica Pharma-
Mar, con sede en Madrid (Espafia) y Cambridge (EE.UU.). El com-
puesto que mds habia avanzado hacia la clinica en ese momento era
la trabectedina (Figura 9A), una potente ecteinascidina antitumoral
-aislada originalmente del tunicado marino Ecteinascidia turbinata
(144,145)- que obtuvo por primera vez el estatus de medicamento
huérfano para el tratamiento de sarcomas de tejidos blandos tanto en
Europa como en EE.UU. y que actualmente estd aprobada global-
mente para uso humano y comercializada con el nombre de Yonde-
lis®. Las ecteinascidinas, que estan estructuralmente relacionadas con
las safracinas y saframicinas de origen microbiano, sufren un ataque
nucledfilo por el grupo 2-amino exociclico de la guanina en el surco
menor del ADN de doble cadena (146) cuando esta base se encuentra
en el contexto de un triplete adecuado (147). Asi, Lawrence Hurley
(University of Texas, Austin) habia demostrado que la selectividad
de secuencia operaba predominantemente a través de un conjunto de
reglas de enlace de hidrégeno bien definidas, de manera que los triple-
tes preferidos como diana son 5’-RGC y 5’-YGG, donde R e Y repre-
sentan la purina y la pirimidina, respectivamente, y la base subrayada
es la guanina a la que el farmaco estd unido covalentemente.
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Figura 9. (A) Estructuras quimicas de la trabectedina (Yondelis®) y de su princi-
pal metabolito en los seres humanos, el ET-729. Los tres anillos de tetrahidroi-
soquinolina fusionados en el esqueleto policiclico estdn etiquetados como A, B
y C. Nétense las posiciones del grupo reactivo 21-carbinolamina (hemiaminal)
y el N12 protonado que se utiliza para establecer un enlace de hidrégeno con un
atomo aceptor (02 o N3) situado en posicién 5’ con respecto a la guanina mo-
dificada en la cadena opuesta. (B) Estructura quimica de los derivados del dcido
auredlico cromomicina A, y mitramicina A con los anillos de azicar etiquetados
delaAalaE.

La exploracion de la estabilidad -mediante simulaciones de DM no
restringida en disolucién acuosa- y el estudio conformacional de los
complejos precovalentes entre la trabectedina y dos nondmeros de
ADN que contenian 5’-AGC o 5’-CGA en la region central constitu-
yeron el primer proyecto de mi estudiante de doctorado Raquel Gar-
cia-Nieto (38). El complejo que contenia AGC resulté muy estable
durante toda la simulacién (1,4 ns en total) y dio lugar a una geometria
adecuada para la formacién de aductos. Por el contrario, el complejo
que contenia el triplete CGA desfavorecido (que contiene un tnico
desajuste respecto al CGG) no dio lugar a una asociacion estable, ya
que el farmaco se desliz6 un paso “aguas arriba” a lo largo del surco
menor. Estos resultados teéricos apoyaban el papel propuesto de una
red de enlaces de hidrogeno bien definida en la estabilizacion de estos
complejos (147).

A continuacién, simulamos los complejos covalentes entre la tra-
bectedina y los nondmeros de ADN que contenian los sitios diana
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5’-AGC y 5’-CGG. En ambos casos, el farmaco enlazado mostro el
modo de unién predicho, dio lugar a un ensanchamiento del surco
menor, redujo el dngulo de torsién en los pasos ApG y CpG, e intro-
dujo un balanceo (roll) positivo significativo en el par de bases im-
plicado en la formacion del enlace covalente que iba acompafiado de
una suave curvatura de la hélice hacia el surco mayor, en muy buena
concordancia cualitativa y cuantitativa con resultados independientes
de experimentos de electroforesis en gel (148). Encontramos que los
llamados “diales de curvatura” (bending dials) (149), que son graficos
polares que muestran tanto la magnitud del dngulo de desviacién del
eje (0) como su orientacién en relacidn con el surco mayor (¢), son la
representacion pictérica mas conveniente (Figura 10) de los pardme-
tros helicoidales locales balanceo e inclinacidn, tal y como los calcula
el programa CURVES desarrollado en el grupo de Richard Lavery
(Université de Lyon, France) (150) (y hoy ampliado como CURVES+
e implementado en un servidor web (151)). Los puntos en el hemisfe-
rio norte de la esfera reflejan claramente la curvatura que comprime el
surco mayor mientras que los que se encuentran en el lado izquierdo
de la linea vertical indican una inclinacién negativa que comprime el
esqueleto de azucar-fosfato de la cadena complementaria.

5’ base

3’ base

Figura 10. Ejemplo de “diales de curvatura” tipicos que muestran la introduc-
cion de balanceo positivo e inclinacién negativa en un paso de ADN unido a
trabectedina (derecha) en relacién con el mismo paso en un diplex de ADN libre
(izquierda). Las coordenadas radiales y angulares son, respectivamente, 0 y ¢
(en el sentido de las agujas del reloj desde la parte superior) y cada anillo con-
céntrico indica una desviacion de 10° del eje helicoidal. Los puntos individuales
corresponden a estructuras separadas por 1 ps a lo largo de una trayectoria de
MD de 1,5 ns, de modo que cada conjunto de 1500 puntos constituye una den-

sidad de probabilidad.

Comparando el comportamiento dindmico de estos diplex en ausen-
cia y en presencia del firmaco covalentemente unido, pudimos eva-
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luar las distintas curvaturas de los tramos AGC y CGG, las cuales
resultaron estar en consonancia con sus propensiones intrinsecas de-
ducidas a partir de estructuras cristalogréficas (11). Asi, el significa-
tivo sesgo reportado para los pasos CpG de curvarse hacia el surco
mayor ya era claramente aparente en la simulacion del ADN libre,
mientras que el desenrollamiento parcial descrito para los pasos ApG
era mucho mayor en presencia del farmaco, el cual también indujo
curvatura mediante la introduccién de un balanceo positivo que no
existia previamente (Figura 10).

De forma bastante inesperada, descubrimos mds tarde que la pecu-
liar distorsién que la trabectedina inflige a la molécula de ADN es
sorprendentemente similar a la observada en los complejos formados
entre el ADN y los dedos de zinc de factores de transcripcion tipicos
como EGR-1 (también conocido como Zif268) (152). En nuestra opi-
nion, esto planteaba la interesante posibilidad de que la trabectedina
pudiera dirigirse preferentemente al surco menor de aquellas regiones
de ADN en las que una proteina que contiene uno o mds dedos de
zinc en su dominio de unién al ADN ya estd unida en el surco mayor.
El razonamiento era que la reestructuracion del ADN inducida por
la proteina podria estar facilitando la unién de trabectedina de pre-
ferencia a un sitio de ADN desnudo. Incidentalmente, esta hipétesis
nos llevé a modelar el dominio de unién al ADN del ubicuo factor
de transcripcion Spl, que consiste en un conjunto de tres médulos de
dedos de zinc Cys,-His, en tandem (72), asi como al estudio de un
complejo covalente entre tres moléculas de trabectedina y un oligo-
nucleétido que contiene tres sitios diana adyacentes (153). La secuen-
cia representativa elegida fue TGGCGGCGG, que se encuentra en la
region promotora “aguas arriba” del gen humano P73 que codifica
una proteina con homologia estructural y funcional con la proteina
supresora de tumores p53.

Nuestros resultados de DM sugirieron que la unién en tdindem de va-
rias moléculas de trabectedina a sitios adecuados que se encuentran
adyacentes en una secuencia de ADN es estérica y energéticamente
factible, lo que hace pensar en la posibilidad (atin no probada) de una
unién cooperativa. Este complejo mostré un comportamiento muy
estable, de acuerdo con el hecho de que los tripletes TGG y CGG
representan sitios de unién igualmente Gptimos para el farmaco. El
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esquema intermolecular de enlaces de hidrégeno esperado entre cada
molécula de trabectedina y los sitios YGG se mantuvo durante toda
la simulacidn. El surco menor del ADN era notablemente mds ancho
que en la simulacién paralela del oligonucleétido libre y la consi-
guiente compresion del surco mayor era comparable a la encontrada
en los complejos estudiados anteriormente: se observaron aumentos
del balanceo positivo en los pasos sucesivos -solo interrumpidos en
los pasos GpC- y valores de inclinacién negativos para los pasos CpG
y TpG -indicativos de curvatura hacia el esqueleto azicar-fosfato
de su cadena complementaria-. Tanto los componentes de balanceo
como los de inclinacién contribufan a la curvatura de la doble hélice
pero, dada la adyacencia de los sitios de union alrededor de una vuelta
de hélice, la alternancia de balanceo positivo en los pasos Y/R y R/R
y balanceo cero en los pasos GpC en el lado 3’ condujo a un suave
y continuo desenrollamiento que no cambid la direccién general de
la hélice. Esto significa que la curvatura local inducida por una sola
molécula -como habiamos publicado con anterioridad (38,152)- se
cancela por la unién de las otras, dando lugar a una conformacién del
ADN que se describe mejor como intermedia entre las formas Ay B
del ADN, precisamente la misma que se encuentra en los hibridos
de ADN:ARN vy en los complejos de ADN con dedos de zinc. Para
evaluar la posible dependencia de la conformacion observada para el
oligonucledtido libre con respecto a la geometria de partida, este se
construy6 en las formas A 'y B (154), y ambas se simularon en con-
diciones idénticas. Curiosamente, la forma A evoluciond hacia una
conformacién notablemente similar a la obtenida cuando la simula-
cién partié del ADN B, la cual era intermedia entre A 'y B en ambos
casos (155).

Los tripletes reconocidos por los dedos de zinc de EGR1 y otros fac-
tores de transcripcién emparentados con Spl incluyen GCG, GAG,
GGG y TGG, mientras que los sitios favorecidos por la trabectedina
son CGG, TGG, AGC y GGC (147). Aunque diferentes combinacio-
nes de estos tripletes ofrecen sitios de unién tanto a las proteinas como
a los farmacos, la mayoria de los sitios éptimos para la trabectedina
estarian localizados en las uniones entre los tripletes que son reco-
nocidos por los sucesivos dedos de zinc y no en los propios tripletes
(TGG seria la excepcién més obvia). Sorprendentemente, la superpo-
sicion directa de los tripletes TGG, CGG y CGG con la trabectedina
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unida sobre los correspondientes tripletes de ADN consenso recono-
cidos por cada dedo de zinc de EGR1 (es decir, GCG, GGG y GCG)
mostré una coincidencia muy notable (rmsd = 1,1 A utilizando los
atomos C17) para los tres tripletes. Ademds, se podia obtener una se-
mejanza estructural igualmente buena (rmsd = 0,9 A) cuando un com-
plejo se desplazaba un par de bases hacia arriba o hacia abajo al hacer
la superposiciéon. La mejor coincidencia depende en dltima instancia
de las secuencias particulares que pueden ser reconocidas simultidnea-
mente por el farmaco y los diferentes dedos de zinc de un factor de
transcripcion o de la proteina concreta que se une al ADN. En cual-
quier caso, nuestros descubrimientos apoyaron ain mads la existencia
putativa de un complejo ternario proteina-ADN-trabectedina (152) y
abrieron nuevas vias de investigacion.

En el dltimo caso presentado, la unién de la trabectedina tuvo lugar
de forma directa en una sola de las cadenas de ADN. Sin embargo,
cuando fuimos conocedores de que los pardmetros de actividad de la
trabectedina en el panel de 60 lineas celulares de tumores humanos del
Anticancer Drug Screen del Instituto Nacional del Cancer (National
Cancer Institute, NCI) de los EE.UU. de Norteamérica estaban alta-
mente correlacionados -utilizando el algoritmo COMPARE (156)- con
los de la cromomicina A, (Figura 9B), decidimos modelar y simular la
estructura del complejo formado entre el dodecanucleétido autocom-
plementario d(GTATGGCCATAC), y dos moléculas de trabectedina,
cada una unida covalentemente a una hebra diferente, en disposicion
“cola a cola” (157). Seleccionamos esta secuencia en particular porque
se habfia resuelto por cristalografia de rayos X la estructura de un com-
plejo entre el octanucledtido d((TTGGCCAA), y dos moléculas de cro-
momicina A, (cuya estructura tiene poco que ver con la de las ecteinas-
cidinas) queladas por un ién Mg?* de tal forma que el dimero reconocia
secuencias TGG adyacentes en ambas cadenas (158). Para comparar
y completar, también simulamos la misma secuencia en condiciones
idénticas en ausencia de cualquier farmaco. Esto nos permitié evaluar
las preferencias conformacionales de (i) el triplete TGG, que estd omni-
presente en secuencias de eucariotas y virus humanos, (ii) su secuencia
complementaria, es decir, CCA, que es un componente importante de
la llamada “caja CCAAT” presente en un gran nimero de promotores
de genes (79), y (iii) la yuxtaposicion de los dos, es decir, la secuencia
TGGCCA que ha sido denominada por algunos cristalografos de rayos
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X como un “elemento natural de curvatura “ (159).

En consonancia con observaciones anteriores (147), la union de tra-
bectedina dio lugar a una mayor estabilizacion del ADN, puesta de
manifiesto por las menores fluctuaciones cuadréticas medias (rmsd)
durante la simulacién del complejo en relacién con la del oligonu-
cledtido libre. En el complejo 2:1, (i) cada subunidad A de la trabec-
tedina sobresale perpendicularmente de la hélice frente a la guanina a
la que estd unida, (ii) las subunidades B se apilan sobre los anillos de
azucar de las citosinas complementarias de una manera que recuerda
a la de los tipicos ligandos del surco menor no intercalantes, y (iii) las
subunidades C exponen un lado plano al disolvente, mientras que el
otro lado hace amplios contactos con el esqueleto azicar-fosfato de
los dos nucledsidos que se encuentran “aguas abajo” de cada guanina
covalentemente unida. Ademds, en este tipo de disposicion “cola a
cola”, ambas subunidades B establecen contactos de van der Waals
favorables en la zona de conexion de ambos tripletes de ADN.

El mayor desenrollamiento de la hélice tras la union de trabectedi-
na tuvo lugar en los pasos TpG (=CpA), que también mostraron los
mayores valores de dngulo de balanceo, en buena concordancia con
la conocida relacion inversa entre este pardmetro y el giro helicoidal
[10]. Por el contrario, el paso GpC mostré un balanceo negativo y
también la mayor torsion helicoidal dentro de la secuencia TGGCCA.
En general, las caracteristicas conformacionales del complejo recor-
daban a las encontradas en el complejo 3:1 cabeza-cola descrito ante-
riormente y corresponden, una vez més, a una forma intermedia entre
el ADN-A y el ADN-B (153). Sorprendentemente, los complejos 2:1
de trabectedina:ADN y cromomicina:ADN revelaron varias notables
caracteristicas en comun, tales como (i) un ADN desenrollado con
un surco menor considerablemente ensanchado en la region diana
TGGCCA précticamente superponible (rmsd de tan solo 2. 1 A sobre
los 4tomos del esqueleto azicar-fosfato); (ii) un patrén similar de in-
cremento del balanceo (roll) positivo en los pasos TpG y un pequeiio
balanceo positivo en los pasos GpG, junto con un balanceo negativo
en el paso GpC central, que era mds marcado en el complejo de tra-
bectedina; y (iii) un deslizamiento (slide) negativo en ambos pasos
GpG, en buena concordancia con el hallazgo de que los dngulos de
torsion del enlace glicosidico, ¥ , eran mds cercanos a los del ADN
de forma A.

51



Nuestra simulacion del dodecdmero libre mostr6é dos curvaturas dis-
tintas producidas por el balanceo en cada paso TpG, pero ninguna
en la unién entre TGG y CCA, en concordancia con los resultados
de un estudio de espectroscopia de RMN bidimensional que infor-
maba de que GGC en el decdmero autocomplementario relacionado
d(CATGGCCATG), forma una pila apretada con bases paralelas en
la que ambos pasos TpG presentan un alto balanceo positivo (160).
Este resultado, sin embargo, discrepaba de observaciones anteriores
de cristalografia de rayos X que mostraban que las dobles hélices api-
ladas de moléculas de ADN tipo B de secuencia general CCAxxxT-
GG (159) exhiben la misma curvatura de 23° a través de la unién no
enlazada TGG CCA en la red cristalina que la encontrada en el centro
del decimero CATGCATG (161). Dado que el alto balanceo en GGC
no se observa en los pasos GpC de otras secuencias, la explicacion
mds probable es que este efecto estructural, junto con el inusualmente
alto deslizamiento positivo adoptado por los pasos CpA(=TpG) y la
conformacion B no estdndar del esqueleto azicar-fosfato en estas
formas cristalograficas, se deben a fuertes interacciones intermolecu-
lares en la red cristalina (162).

Como se ha demostrado que tanto la trabectedina como la cromo-
micina A, ejercen su citotoxicidad -al menos en parte- interfiriendo
en la replicacion y la transcripcion celular, propusimos -a la luz de
la informacidn estructural obtenida- que estos efectos pueden deber-
se en gran medida a la paralizacién de las horquillas de replicacién
y transcripcion mediante la estabilizacion de la estructura de doble
hélice del ADN y la prevencion de la separacién de las hebras, de
modo semejante a como lo consiguen los cldsicos entrecruzadores
de cadenas de ADN (interstrand crosslinkers, ICL). A este respecto,
varias propuestas de la probable existencia de uno o varios complejos
ternarios citotoxicos de trabectedina:ADN:proteina que implican a
miembros de la maquinaria de reparacion del ADN (163) y a la propia
ARN polimerasa II (164) nos impulsaron a modelar algunos de estos
ensamblados macromoleculares (165,166). Creo que estos (y otros)
resultados del trabajo interdisciplinar son una buena muestra de que
la colaboracién entre experimentalistas y modeladores moleculares
puede ser muy enriquecedora y rendir beneficios mutuos.
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8. Otros ejemplos de antitumorales tetrahidroisoquinoli-
nicos que se unen al surco menor del ADN.

Cuando estudiamos las secuencias preferidas de union de ET729 -el
andlogo N12-desmetilado de la trabectedina (Figura 9A)-, encontra-
mos que este compuesto tiene un repertorio ampliado de sitios de
unién en comparacion con la trabectedina (ET-743), incluyendo el
triplete CGA (167). Esta observacion resultaba de interés, no solo
porque ET729 es uno de los principales metabolitos de Yondelis®
en los seres humanos (a través de la accion del CYP3A4) -y por lo
tanto puede contribuir a algunos aspectos de la actividad clinica de
la molécula madre-, sino también porque su estudio podria ayudar a
aclarar aspectos mecanisticos de la reaccion que conduce a la unién
covalente. En efecto, encontramos que los tripletes CGG proporcio-
nan buenos sitios de union para la trabectedina porque el anclaje del
grupo metilendioxi por el grupo amino presente en el surco menor
del lado 3’ del triplete determina un sutil cambio en la orientacion
general que es suficiente para contrarrestar el choque estérico entre
el grupo metilo sobre N12 y el grupo amino del par de bases situado
en el lado 5°. Cuando falta esta interaccidon de enlace de hidrégeno
porque se encuentra un par de bases A:T en el lado 3’ (por ejemplo,
en el triplete CGA), la trabectedina discrimina en contra de G:C en el
lado 5’ de la guanina modificada covalentemente. Esta interpretacion
también proporciona una justificacion al hallazgo de que CGT, GGT
y GGA son sitios desfavorecidos por la trabectedina. Por el contrario,
la falta del grupo metilo en la posicion N12 de ET729 permite a este
compuesto alcanzar la yuxtaposicion éptima necesaria para promover
su activacion por guanina en un sitio CGA. El hecho de que estas di-
ferencias -hasta entonces subestimadas- en la orientacion y geometria
de la unién fueran suficientes para racionalizar los comportamientos
encontrados experimentalmente reveld, en nuestra opinidn, el poder
de las simulaciones de DM de tltima generacién para sondear los de-
talles de las interacciones ligando-ADN en ausencia de restricciones
experimentales.

El PM00104 (Zalypsis®) es un analogo de la trabectedina disenado
por cientificos de PharmaMar que contiene dos anillos de tetrahidroi-
soquinolina fusionados y un sustituyente mds lineal en lugar del anillo
C. Al igual que Yondelis®, también forma enlaces covalentes con el
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grupo amino de guaninas seleccionadas en el ADN de doble cadena,
tanto en ausencia como en presencia de citosinas metiladas, gracias
a un grupo hemiaminal reactivo. Los experimentos de desnaturali-
zacion térmica de oligonucledtidos de secuencia definida demostra-
ron que los tripletes de ADN mds favorables para la formacién de
aductos covalentes son TGG, CGG, GGC, AGC y AGG, y también
que el aumento medio de la temperatura de fusiéon del ADN que pro-
voca su aducto en la doble hélice es aproximadamente la mitad del
logrado con la trabectedina y comparable al alcanzado con la equi-
nomicina o la tiocoralina. Pudimos racionalizar las preferencias del
sitio de union y la distinta estabilizacion de la doble hélice de ADN
mediante la modelizacion molecular de los complejos precovalentes
entre Zalypsis® y una serie de oligonucleétidos de secuencia gene-
ral 5’-d(ATAAXYZATAATA)/5’-d(TATTATZ Y X’ TATTAT), donde
XYZ/2°Y’ X’ representan AGA/TCT, AGG/CCT y AGC/GCT (168).

En la lurbinectedina (antes conocida como PM01183 y hoy dia co-
mercializada como Zepzelca® -previamente Zepsyre®-) la sustitu-
cién de la subunidad C de la tetrahidroisoquinolina de la trabecte-
dina por una tetrahidrocarbolina confiere a este andlogo algunas
ventajas farmacocinéticas y de actividad intrinseca (169). La mode-
lizacién y simulacion mediante DM de los complejos precovalen-
tes y covalentes entre PM01183 y un oligonucledtido de secuencia
5-d(CAATACGGATAAG)/5-d(CTTATCCGTATTG) revel6 un surco
menor ensanchado y un surco mayor comprimido en la regién central
debido a los aumentos significativos del balanceo en los pasos C6/G7
y G7/G8. Se pens6 que la ocupacion del surco menor y la exposicion
al disolvente de algunos grupos funcionales podrian tener un impacto
en la capacidad de este complejo binario ligeramente doblado para
asociarse o interferir con una o mds proteinas de unién al ADN im-
plicadas en la transcripcidn, la replicaciéon y/o la reparacion dentro
de la célula, pero no necesariamente las mismas que participan en el
reconocimiento de los aductos trabectedina-ADN.

La unién de este tipo de antitumorales tetrahidroisoquinolinicos al
ADN celular acaba dando lugar a roturas de la doble hebra que, si no
son reparadas, conducen a la muerte de la célula. Utilizando ensayos
in vitro e in vivo bien definidos, se ha demostrado que los aductos
resultantes en el ADN (i) estimulan, de forma dependiente de la con-
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centracion, la escision por parte de la nucleasa XPF/ERCCI1 de la
hebra de ADN opuesta a la unida por el farmaco, (ii) impiden la unién
al ADN de factores de transcripcion como Spl, y (iii) detienen a la
ARN polimerasa II en la fase de elongacién en la misma posicion
nucleotidica, independientemente de la hebra en la que se encuentren.
Nuestros modelos estructurales proporcionan una justificacién para
estos hallazgos y destacaron la semejanza entre este tipo de modifica-
cion del ADN y un enlace cruzado entre hebras (169).

9. Fusion simulada del ADN en el ordenador.

Ya he comentado brevemente que la diferencia en la temperatura de
fusién de una molécula de ADN de doble cadena en ausencia y en pre-
sencia de ligandos unidos de forma no covalente (o covalente) puede
proporcionar informacién experimental sobre la estabilizacién térmi-
ca provocada por el ligando. Una pregunta pendiente en mi mente era
si esto también podria lograrse in silico (es decir, en el ordenador).
Una buisqueda en la literatura revel6 que el grupo de B. Montgomery
(“Monti”) Pettitt, en la Universidad de Houston (Texas), habia reali-
zado simulaciones de DM a 400 K de un diplex de ADN homopo-
limérico de secuencia d(A)-d(T,)) en agua salada explicita durante
100 ns (170). La eleccién de la secuencia obedecid a consideraciones
tanto de simplicidad como de indole préctica, ya que se estim6 en 318
K la temperatura de fusién de este dodecdmero en las mismas condi-
ciones de la simulacién, lo que hacia pensar en la posibilidad de éxito
en un marco de tiempo computacionalmente factible. Las dos simula-
ciones solo diferian en la forma de asignar las velocidades aleatorias,
pero en ambos casos fueron evidentes: (i) la pérdida de los enlaces de
hidrogeno WC en los extremos del diplex (“deshilachado”), (ii) mo-
vimientos mediante los cuales aumenta el grado de desenrollamiento
debido a la formacion de enlaces de hidrégeno no canénicos con el
esqueleto azicar-fosfato de una hebra (“despegado”), (iii) intercam-
bios incrementales de los enlaces de hidrogeno WC entre las hebras
(que dan como resultado cambios de registro de una secuencia con
relacién a la otra), y (iv) eventos de rehibridacion de las dos hebras
previamente separadas.

Animado por este precedente, pero ligeramente preocupado por si
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nuestros recursos computacionales -que incluian un acceso limitado
al superordenador de Barcelona “Mare Nostrum”- estarian a la altura
de la tarea, entregué este reto a mi nuevo estudiante de doctorado
Juan A. Bueren-Calabuig, que se encargd con gusto de la simulacién
del comportamiento dindmico -y, con suerte, de la desnaturaliza-
cion- de un duplex de secuencia 5’-d(TAATAACGGATTATT):5’-
d(AATAATCCGTTATTA) en disolucion acuosa de NaCl 0,1 M. Afor-
tunadamente, en algo menos de 200 ns de simulacién fuimos capaces
de caracterizar con detalle atomico el perfil completo de desnaturali-
zacion térmica de este diplex de secuencia mixta A:T que contiene
un triplete central CGG adecuado para la unién de diversos farmacos.
Esto significé que estdbamos en una posicion adecuada para intentar
simular los monoaductos formados entre la guanina subrayada en este
oligonucledtido y diferentes ligantes covalentes, a saber, Yondelis®,
Zalypsis® y PMO01183 (Zepzelca®), asi como el bisaducto formado en
el paso CpG central con la mitomicina C (MMC), agente prototipico
del grupo de los ICL.

Observamos una sorprendente asimetria del proceso de fusion a am-
bos lados del triplete CGG central y comprobamos que el proceso
de separacion de las hebras se veia inequivocamente afectado por la
presencia de los aductos de los firmacos. Asi, mientras que la des-
compresion completa de la hélice y la pérdida del emparejamiento de
bases WC fue evidente para el 15-mero libre de farmacos después de
190 ns de simulacién, los eventos de rehibridacion fueron mucho mas
conspicuos y duraderos en los ddplex que contenian monoaductos,
cuyas regiones centrales todavia permanecian unidas por enlaces de
hidrégeno de modo significativo al final de los 200 ns de simulacion
(171). En nuestra opinion, estas diferencias significativas proporcio-
nan evidencia adicional de la capacidad demostrada de estos fairmacos
para estabilizar el ADN de doble cadena (ADNdc; double-stranded
DNA, dsDNA), detener las horquillas de replicacion y transcripcion,
y reclutar proteinas de reparacion del ADN. Esta estabilizacion, cuan-
tificada aqui en términos de pares de bases correctamente apareados,
también apoyd nuestra hipétesis de que un monoaducto de este tipo
puede imitar funcionalmente un enlace cruzado entre las dos hebras
de la hélice de ADN (como hacen los ICL), a pesar de que estos fér-
macos estdn unidos covalentemente a una sola hebra.
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Sin embargo, en contra de nuestras expectativas, el oligonucledti-
do que contenia el bisaducto de MMC siguié un curso muy similar
al del ADN libre de farmacos, siendo la principal diferencia que las
dos hebras de ADN no podian separarse fisicamente por completo
debido a la existencia del entrecruzamiento de hebras por medio de
las dos guaninas que componen el paso central CpG. Asi, al final de
la simulacién solo permanecian unidos por hidrégeno WC estos dos
pares de bases G:C. También resultd interesante la caracterizacion
en este complejo de una serie de intermedios Unicos colapsados hi-
drofébicamente en los que el sistema de anillos de la MMC aparecia
pseudointercalado en estructuras secundarias transitorias del ADN.
Estas observaciones sugerian de forma clara que estos aductos po-
drian plantear retos distintos a la maquinaria de reparacién del ADN,
lo cual podria explicar algunas de las diferencias observadas experi-
mentalmente en células de mamiferos entre las acciones de la MMC y
las tetrahidroisoquinolinas antitumorales que se unen covalentemente
al surco menor del ADN (172).

10. La formacion de bisaductos de mitomicina como caso
de prueba para los métodos QM/MM.

A medida que los métodos hibridos QM/MM seguian madurando y
se implementaban en el conjunto de programas AMBER, tradicio-
nalmente empleados en mi laboratorio, me senti irremediablemente
tentado a intentar simular la formacion de un enlace covalente entre
un ligando y una molécula de ADN. ; Qué mejor opcién que la MMC,
un profarmaco antitumoral de produccién microbiana estudiado ex-
perimentalmente a lo largo de los afios -sobre todo por Maria Tomasz,
Don Crothers y sus respectivos colaboradores- y utilizado regular-
mente como el ICL tradicional? Ademas, la sensibilidad a la MMC
ha servido para clasificar a los pacientes con anemia de Fanconi (AF)
en diferentes grupos de complementacion y ha sido fundamental para
delinear la llamada via AF/BRCA de la respuesta al dafio sobre el
ADN (173).

La capacidad tnica de la MMC para entrecruzar las hebras comple-
mentarias de la doble hélice especificamente en los pasos 5-CG-3

(CpG) en las células hipdxicas es especialmente notable -dado el pe-
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quefio tamafio de la molécula y su arquitectura restringida- y se basa
en la siguiente secuencia de eventos: (i) reduccién intracelular de su
anillo de quinona y apertura de su anillo de aziridina alquilante con
la participacién de los dtomos C1 y C2, (ii) formacion de un enlace
covalente con el grupo 2-amino de guaninas seleccionadas en el surco
menor del ADNdc, y (iii) evolucién del aducto monofuncional, pero
exclusivamente en los pasos CpG, hacia una lesién bifuncional (o
intercatenaria) mas deletérea conocida como enlace cruzado entre he-
bras (Figura 11). El examen de la literatura relevante revel6 otros dos
aspectos intrigantes que también llamaron nuestra atencion, a saber,
(1) la reactividad mejorada o disminuida de la MMC cuando las bases
de citosina estdn metiladas o sustituidas por 5-fluorocitosina (SFC),
respectivamente, y (ii) las estereoquimicas opuestas de los principales
aductos de ADN producidos en células de mamifero por la MMC y su
andlogo cercano, la 10-descarbamoil-mitomicina C (DMC).
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Figura 11. Esquemas que muestran las rutas de reaccién que conducen a la for-
macién de los monoaductos ADN:MMCa, (arriba) y ADN:DMCf (abajo) y sus
correspondientes bisaductos (o entrecruzamientos intercatenarios, interstrand
crosslinks) de estereoquimica opuesta. Obsérvese que las funcionalidades al-
quilantes del ADN de la MMC y la DMC se desenmascaran en las células vivas
solo tras la activacion biorreductora.

Nuestra aproximacién a este problema, de nuevo en manos de Juan
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A. Bueren-Calabuig (entre paréntesis, hijo de mi amigo, colega y an-
tiguo compaiiero de la Facultad de Farmacia, Juan. A. Bueren, uno
de los mejores expertos espafioles en AF) fue estudiar los complejos
precovalentes formados entre las formas activadas de MMC y DMC y
tres diplex de ADN de férmula general d(CGATAAXGCTAACG) en
una hebra -en la que X significa C, 5-metilcitosina (SMC) o SFC-y la
secuencia complementaria en la hebra opuesta. En aras de la exhaus-
tividad, estos tres oligodesoxinucle6tidos totalmente solvatados tam-
bién se simularon en sus estados libres. Todas las trayectorias genera-
das se analizaron en términos de pardmetros estructurales, geometrias
adecuadas para el ataque nucleéfilo, PEM y energias de unién (que
incluian un término electrostitico corregido por el efecto del medio
acuoso). A continuacion, simulamos, de forma escalonada, la forma-
cion de los respectivos monoaductos para MMC y DMC con la guani-
na subrayada en el sitio CGC de alta afinidad presente en el centro del
14-mero estdndar y su posterior evolucion a los (distintos) bisaductos
finales acoplando una funcién QM a un potencial MM cldasico. La
principal ventaja de este enfoque hibrido para los complejos farmaco-
ADN solvatados respecto a estudios anteriores que se centraban en
sistemas modelo simplificados es que las redistribuciones de carga y
los cambios en las conectividades de los atomos (es decir, la ruptura
y la creacién de enlaces) se realizan en un contexto dindmico que
permite de forma realista que los solutos, las moléculas de agua y los
contraiones se reorganicen a lo largo de todo el proceso (174).

Nuestro primer descubrimiento fue que el enlace de hidrogeno entre
el oxigeno del carbamato unido a C10 y el grupo amino exociclico de
G22 (la guanina emparejada con C7), que supuestamente dominaba el
reconocimiento de la secuencia en el complejo precovalente, era débil
y de corta duracién en presencia de moléculas de agua competidoras.
Ademds, observamos que la orientacion propuesta para el firmaco en
el surco menor era incompatible con un ataque nucleéfilo por parte
del grupo amino de G8 sobre la cara a del anillo de tetrahidropirrol
de la MMC. Por lo tanto, exploramos modos alternativos de enlace de
hidrégeno y descubrimos que es mds probable que el oxigeno unido a
C10 establezca un enlace de hidrogeno interno con el grupo fenol en
C8 mientras que el oxigeno carbonilico participa en una interaccion
de enlace de hidrégeno con el grupo amino de G22. Esta nueva pose
de unién (y “conformacion cercana al ataque”, near-atttack confor-
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mation) no solo se mantuvo estable debido a las interacciones inter-
moleculares adicionales, sino que también proporciond una distancia
adecuada (es decir, <4 A) para el ataque nucledfilo de N2(G8) sobre
el C1 de la MMC activada en la cara del anillo opuesta a la del grupo
amino primario en C2 (Figura 11). En el caso de la DMC activada,
que carece del oxigeno carbonilico, la orientacién del fairmaco era
tal que el ataque de N2(G8) se produciria preferentemente -aunque
no exclusivamente sobre la cara 3 del anillo de tetrahidropirrol del
farmaco. De este modo, nuestros resultados apoyaban la idea de que
la aparicion relativa muy distinta de los monoaductos de ADN tipo
o y P causados por la MMC y la DMC estd dictada en gran medida
por la naturaleza del enlace de hidrégeno en el que estd implicado
el oxigeno del carbamato o del hidroxilo de ambos farmacos en su
forma activa.

Una vez identificado el modo de unién putativo para ambos fairmacos
en el surco menor de la region central C7:G22/G8:C21, realizamos
simulaciones de DM similares con los oligodesoxinucledtidos en los
que C7 y C21 habian sido sustituidas por SMC o SFC. El calculo
de las energias de unién a lo largo de las trayectorias utilizando el
método MM-GBSA, tal y como se implementa en AMBER (175), y
los andlisis de descomposicién de la energia mostraron que un C21
metilado, es decir, la citosina complementaria a la guanina sometida
a alquilacién, mejoraba significativamente su interaccién electrosta-
tica con el farmaco cargado positivamente en comparacion con una
C estdndar o una SFC, en buena consonancia con los mapas de PEM
manifiestamente distintos. La inspeccién de las geometrias de apila-
miento entre los pares de bases vecinas G8:C21 y C9:G20 también
revelé un desplazamiento significativo hacia valores de inclinacién
negativos en relacion con el ADN libre en los complejos precovalen-
tes, una caracteristica que estd presente de forma natural -en ausencia
de farmaco unido- cuando C9 y C21 estdn metilados y argumenta a
favor de una preorganizacidn estructural intrinseca para la unién de
MMC a los sitios SMCpG. En su conjunto, estos resultados de mode-
lado molecular estaban en muy buena consonancia con la evidencia
experimental de que el aumento de la velocidad de monoalquilaciéon
de la G inducido por la SMC se debe a la base SMC emparejada mas
que a la que flanquea el lado 5° (176).

La coordenada de reaccion QM que condujo a la formacién del enla-
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ce covalente consistié en acortar progresivamente la distancia entre
el N2 de G8 y el CI1 del farmaco utilizando como punto de parti-
da distintos “fotogramas” extraidos de las trayectorias de DM de los
complejos precovalentes. La imagen consistente obtenida fue que la
estereoquimica o o § opuesta en el C1 del aducto resultante (Figura
11) es totalmente dependiente del posicionamiento de una determina-
da conformacion del fairmaco activado en el surco menor del ADN,
como se ha comentado anteriormente. Relajamos las estructuras de
los complejos MMC-ADN y DMC-ADN resultantes -que contie-
nen, respectivamente, los monoaductos o y f3-, tras reubicar el H22
extra del N2(G8) sobre el grupo amino del fairmaco enlazado, y las
equilibramos durante 10 ns de simulaciones de DM sin restricciones.
Las principales caracteristicas del complejo MMC-ADN fueron (i) la
ausencia de desviaciones significativas en los pardmetros helicoida-
les con respecto a los del ADN libre, y (ii) dos posibles ubicaciones
descentradas del fairmaco unido covalentemente dentro de un surco
menor ligeramente ensanchado, dependiendo de la orientacion del
carbamato de la cadena lateral. Por el contrario, el surco menor del
ADN de la region central que alberga el aducto § de DMC estaba lige-
ramente comprimido debido a la interaccién simultdnea del farmaco
con el esqueleto de azicar-fosfato de ambas hebras y a la interaccién
sostenida de enlace de hidrogeno entre el O2(T23) y el grupo hidro-
xilo en C10 de la DMC.

Una vez equilibradas las estructuras de los duiplex que contienen los
monoaductos o y [, procedimos a (i) generar la segunda especie al-
quilante, eliminando del farmaco bien el carbamato (en el caso de
la MMC), bien el hidroxilo (en el caso de la DMC), (ii) equilibrar
durante 10 ns utilizando la DM estdndar, y (iii) cambiar al método
QM/MM para acortar la distancia N2-C10 y crear el segundo enlace
covalente. Equilibramos los bisaductos resultantes igualmente duran-
te 20 ns y las respectivas trayectorias mostraron que el ADN puede
acomodar esta modificacion covalente dual (sobre G8 en una hebra y
G22 en la hebra opuesta) sufriendo una distorsién minima, como se
informo originalmente (178), solo en el caso del bisaducto Cla. En el
C1p, por el contrario, encontramos que los parametros de elevacion
(rise), desplazamiento (shift) y balanceo (roll) en el paso C7pG8 se
desviaban significativamente de los valores en el ADN libre. Curio-
samente, el balanceo negativo indica curvatura de la hélice hacia el
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surco menor, en contraposicion con lo observado en los diplex de
ADN que contienen aductos monofuncionales con la trabectedina o
la lurbinectedina (véase la seccidn 8), farmacos que parecen compor-
tarse funcionalmente como imitadores o miméticos de los ICL [140].

Concluimos este trabajo afirmando que las diferencias conformacio-
nales reportadas para estos aductos, que aparecen en distintas propor-
ciones en el ADN de las células que han sido expuestas a la MMC o
a la DMC, es probable que planteen desafios diferentes a las maqui-
narias de reparacion del ADN. Esto puede explicar los hallazgos ex-
perimentales de que las células AF son hipersensibles a la MMC pero
tienen una sensibilidad normal a la DMC, mientras que en otros tipos
celulares la DMC es més citotoxica que la MMC (178).

11. Curvatura del ADN en relacion con la accion antitu-
moral de ciertos farmacos citotoxicos.

La curvatura del ADN es el resultado de una combinacién de carac-
teristicas intrinsecas de la doble hélice y de distorsiones introducidas
por la unién de diversas proteinas o ciertos fairmacos. La propension
de ciertas secuencias de ADNdc a curvarse es esencial en procesos
bioldgicos esenciales, como son la replicacién y la transcripcion,
durante los cuales se sabe que algunas proteinas reconocen las con-
formaciones no candnicas del ADN o promueven su formacién tras
unirse a él. Entre todos los elementos que se han estudiado en rela-
cion con la curvatura del ADNdc, los “tractos A” destacan como uno
de los méds controvertidos. La teoria de la “cufia ApA” fue refutada
cuando se demostré que (i) una serie de polinucle6tidos lineales que
contenian tramos 5°-A,T,-3" presentaban curvatura mientras que los
que contenian tramos 5°-T,A -3" eran rectos (179), y (ii) la estructu-
ra cristalografica de un dodecdmero de ADN tipo B que contenia un
tracto homopolimérico de seis pares de bases A:T era esencialmente
recto. Ademds, algunos de los minicirculos de ADNdc mds pequefios
descritos hasta la fecha (de un tamafio de unos 100 pares de bases, pb)
carecen de tractos A y estdn sometidos a distintos niveles de tension
torsional (180).

Alberto Mills, en mi laboratorio, fue el encargado de modelar con
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detalle atomico secuencias de ADN representativas de estos experi-
mentos publicados y de simular su comportamiento dindmico durante
cientos de nanosegundos utilizando el campo de fuerzas ParmBSCl1
(33) implementado en AMBER. El andlisis posterior de las trayec-
torias resultantes nos permiti6 (i) establecer de forma inequivoca la
localizacion de la curvatura en todos los casos; (ii) identificar los ele-
mentos estructurales que son directamente responsables de la curvatu-
ra detectada macroscopicamente; y (iii) revelar la importancia no solo
de sumar coherentemente los efectos de los elementos de curvatura
cuando estdn en sincronia con la repeticion natural de la hélice (es
decir, separados por un nimero entero de vueltas helicoidales), sino
también cuando se alternan con una separacion de efectos opuestos
cada media vuelta de hélice (181). Conseguimos demostrar de forma
independiente que el principal determinante de la curvatura obser-
vada macroscOpicamente es el agrupamiento “en fase” del balanceo
(roll) positivo impuesto por los pasos YR y el balanceo negativo o
nulo caracteristico de los pasos RY y los tractos A, respectivamente.
Esta conclusién concuerda muy bien con los pardmetros estructura-
les derivados experimentalmente para moléculas de ADN mucho mas
pequeiias, ya sea solas o en forma de complejos ADN:proteina (182).

A continuacion, como sabiamos que los aductos de G:trabectedina
(Yondelis®) inducen curvatura en el ADN y aumentan -tras la accién
de una ADN-ligasa- la ratio de circularizacién de varias construccio-
nes de ADNdc -pero no de otras- (148), extendimos nuestras simula-
ciones de DM sin restricciones a modelos atomicos explicitamente
solvatados de (i) una serie de oligonucleé6tidos de 21,42 y 63 pb (es
decir, multiplos de 2,4 6 6 repeticiones de una vuelta de hélice), tanto
en presencia como en ausencia de trabectedina, y (ii) minicirculos
de 6x21 pb formados por el ligado de dos tipos de 21-meros tanto
“desnudos” como con un aducto de G:trabectedina en la region cen-
tral. Estas longitudes representaban un compromiso entre la posibi-
lidad de tratarlos computacionalmente durante un tiempo suficiente
y el objetivo de disponer de informacion estructural sobre cada paso
de dinucledtido presente en las secuencias estudiadas, incluyendo los
que componen las uniones (que se descuidan cuando solo se estudian
los oligos de 21 pb de forma aislada). Los resultados de este traba-
jo nos permitieron explicar en términos estructurales detallados (i)
la tendencia intrinseca a doblarse de aquellas secuencias en las que
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los elementos de curvatura estdn dispuestos de forma sincrénica con
respecto a la repeticion natural de la hélice y (ii) por qué la disposi-
cion asincrona de estos componentes impide la ciclacion de dimeros
y trimeros y solo permite la ligadura lineal (183). Adicionalmente, la
inclusion de la propia ADN-ligasa T4 en algunas de las simulaciones
nos permitié arrojar luz sobre el papel crucial, aunque posiblemente
subestimado, que desempefia la propia enzima en la estabilizacion de
una conformacion de ADN curvada antes de la ciclacién. En su con-
junto, estos resultados recientes amplian nuestra comprension actual
sobre como la modificacion de la forma del ADN por la trabectedi-
na puede afectar tanto al reconocimiento especifico de secuencia por
parte de algunos factores de transcripcion que se unen a los promo-
tores como a la unién de la ARN polimerasa II durante el proceso de
transcripcion.

Posteriormente hemos aplicado los mismos métodos tedricos al estu-
dio de las caracteristicas estructurales y dindmicas asociadas a la se-
leccién de secuencias diana en el ADN por parte de las calicheamici-
nas, otro grupo de potentes antitumorales de origen natural (184,185).
La unién de la calicheamicina y,' y andlogos reactivos al surco menor
de secuencias bien definidas del ADN acaba provocando roturas de
la doble hélice que provocan la muerte de la célula. De forma com-
plementaria, el andlogo no reactivo calicheamicina ¢ (Figura 12) ha
servido para demostrar que estas moléculas estructuralmente sofisti-
cadas curvan la estructura helicoidal de ciertas secuencias de ADN
hasta el punto de aumentar su ratio de circularizacién al concatenarse
en multimeros (n = 5-13) por accién de una ADN ligasa (186). En
primer lugar modelamos y simulamos mediante DM un 21-mero de
ADNdc (CA21) que contenia dos sitios diana, uno de alta afinidad (5°-
TCCT-3’) y otro de baja afinidad (5’-TTGT-3"). Pudimos demostrar
que las diferentes afinidades observadas para ambos tetranucledtidos
se deben a la ausencia de un grupo amino exociclico en la cadena
complementaria del segundo sitio que es crucial para la formacion de
un enlace de hidrégeno con el &tomo de azufre del grupo tiobenzoato.
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Figura 12. Estructuras quimicas de la calicheamicina y,' (izquierda) y del analo-
go no reactivo calicheamicina € (derecha), con los anillos etiquetados con letras

mayusculas.

A continuacién estudiamos el dimero CA21x2 lineal -en presencia y
ausencia de cuatro moléculas de calicheamicina € unidas en el surco
menor- y un multimero circularizado de 126 pb (CA21x6) -tanto en
ausencia como en presencia de doce moléculas de calicheamicina €
en el surco menor-. Este multimero contenia un corte en cada he-
bra para simular la construccion de ADN sobre la que la ADN liga-
sa realizarfa la dltima ligadura conducente al circulo covalentemente
cerrado. Aunque los dimeros lineales (notablemente mds cortos que
la longitud de persistencia de la molécula de ADN, es decir, ~150
pb (187)) no mostraron una tendencia intrinseca a curvarse -como
se esperaba-, observamos que la hélice de ADNdc sufre distorsiones
locales tras la unién de CALe que dan lugar a un patrén de valores
de balanceo (roll) positivo adecuadamente “en fase” que propician
un aumento de curvatura. Resultd particularmente Ilamativo el hecho
de que los patrones de balanceo (roll), giro (twist) e inclinacion (tilt)
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observados para el ADN circular unido al fairmaco no coincidian con
los mostrados por los circulos de ADN desnudo. Esto significa que
CALe no refuerza una conformacién curvada predeterminada de esta
secuencia, sino que da lugar a una combinacion diferente de dngulos
de balanceo debido a las distorsiones introducidas en el ADN tras el
reconocimiento y firme fijacion a sus secuencias diana. Es, por tanto,
la reorganizacion de estos elementos lo que fuerza la mayor curvatura
observada en presencia de las moléculas de farmaco (188).

12. Las lamelarinas como venenos de la topoisomerasa 1.

Uno de los objetivos de los estudios de modelizacién molecular duran-
te muchos afios ha sido comprender la forma en que la camptotecina
(CPT) y otros compuestos relacionados, como el agente antineoplasi-
co de uso clinico topotecan (Figura 13), bloquean especificamente el
paso de religado que sigue al corte de una sola hebra de ADN efectua-
do por la topoisomerasa I (Top1) eucaridtica, una enzima que cataliza
la relajacion del ADN superenrollado en las células. Sin embargo, a
pesar de la existencia previa de una variedad de modelos propuestos
(189) y de la disponibilidad de estructuras cristalograficas de rayos
X de Topl interactuando tanto covalentemente como no covalente-
mente con el ADN (190), solo se comprendieron plenamente los de-
talles atomicos precisos de la interaccion entre CPT y Top1 cuando se
cocristalizé el topotecdn con el “complejo binario covalente” (191).
Estos notables avances en biologia estructural avivaron mi interés por
esta diana anticancerosa y abrieron el camino a los estudios tedricos
sobre un gran ensamblado proteina:ADN:ligando que podria simular-
se en presencia de moléculas de agua explicitas gracias a las mejoras
concomitantes en la capacidad y potencia de las computadoras. Asf,
cuando Christian Bailly (a la sazén en el Laboratoire de Pharmaco-
logie Antitumorale du Centre Oscar Lambret, en Lille, Francia) me
propuso colaborar en la biisqueda de algunos agentes novedosos que
también fueran capaces de convertir a Topl en un veneno celular,
tuve mucho interés en aceptar. Las moléculas pertenecian a la clase
de alcaloides 6H-[1]benzopirano-[4,3;4,5]pirrolo[2,1-a]isoquinolina
conocidos como lamelarinas, que se habian aislado originalmente de
un molusco prosobranquio (Lamellaria sp.), pero que posteriormen-
te se identificaron también en otros organismos marinos. Uno de los
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compuestos mds citotoxicos de esta serie resulto ser la lamelarina D
(LMD) (Figura 13), algunos de cuyos derivados fueron seleccionados
por PharmaMar para su desarrollo preclinico (192).

Camptotecina: Ry =H; R, =H

Topotecan:Ry = CHoN(CHs)y; Ry = OH

Lamelarina D

Figura 13. Estructuras quimicas de camptotecina (con sus anillos etiquetados de
la A ala E), topotecan y lamelarina D.

Usamos la estructura cristalogréfica de la Topl humana unida cova-
lentemente a una molécula de ADN de doble cadena en complejo con
topotecdn, a una resolucion de 2,10 A (cédigo PDB: 1K4T) (191),
para modelar los complejos covalentes sin farmacos entre Topl y dos
15-meros de ADN diferentes que contenian un sitio de intercalacion
CpG o TpG. Estos fueron los sitios de corte inducidos por LMD y/o
CPT en los ensayos de escision de ADN mediados por Topl (193).
Nuestro trabajo tenia como objetivo validar un modo de unién de
LMD al complejo binario previamente propuesto (194) utilizando
técnicas de acoplamiento automatizado y simulaciones de DM, para
después poder delinear las relaciones estructura-actividad de las la-
melarinas. A efectos de comparacion, aplicamos el mismo protocolo
de DM a un complejo similar que contenia CPT y del que no se dispo-
nia de informacion en el momento de iniciar nuestros estudios.

Para evitar cualquier tipo de sesgo, la LMD y la CPT se acoplaron en
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el sitio de intercalacion dentro del complejo ADN-Topl1 utilizando el
algoritmo genético Lamarckiano implementado en el programa Auto-
Dock 3.0 (195). En la orientacién mejor puntuada por el programa, el
esqueleto del anillo de CPT era practicamente superponible (rmsd de
0,3 A) al del topotecdn, tal y como se encuentra en las estructuras cris-
talograficas, y el 20-OH se encontraba interaccionando mediante en-
lace de hidrégeno con el carboxilo de la cadena lateral de Asp533. La
orientacién elegida para la LMD, como representativa del modo de
unidn de este tipo de farmacos al complejo ADN-Top1, presentaba (i)
el anillo fenilo exociclico en el surco mayor, (ii) los grupos hidroxilo
C8 y C20 a distancias de enlace de hidrogeno de las cadenas latera-
les de Asn722 y Glu356, respectivamente, y (iii) el grupo ceto (O17)
orientado hacia el grupo guanidinio de Arg364. Asi,el C10 y el Cl6a
de CPT parecen ser posicionalmente equivalentes al C20 y al C8 de
LMD, a pesar de que los lados céncavos y convexos de ambos farma-
cos se encuentran en surcos diferentes de la molécula de ADN. Este
resultado sugiere marcadamente que los enfoques de acoplamiento y
modelizacién basados simplemente en la similitud molecular pueden
ser muy engafiosos, especialmente en ausencia de informacion estruc-
tural 3D sobre el sitio de unién del receptor.

Curiosamente, cuando se publicaron las estructuras cristalograficas
del complejo Topl:ADN humano unido a la forma lacténica de CPT
y a miembros representativos de venenos de la Topl de las clases
indenoisoquinolina e indolocarbazol (196), la superposicion de estos
complejos ternarios reveld (i) la presencia comin de un aceptor de
enlaces de hidrégeno en el lado del surco menor de las moléculas del
farmaco (en el caso de CPT, entre el 4tomo N1 de piridina y el Ne de
Arg364), (ii) la presencia de sustituyentes en el lado del surco mayor,
(iii) importantes contactos con los aminodcidos Asn352 y Glu356, y
también (iv) que las interacciones de apilamiento de bases entre las
moléculas del firmaco y el lado de la hebra cortada del ddplex de
ADN no se conservan espacialmente. Comprobamos la viabilidad de
las orientaciones de unién propuestas para CPT y LMD realizando
simulaciones de DM en disolucién acuosa de los complejos, los cua-
les mostraron un comportamiento notablemente estable durante todas
las trayectorias de 1,5 ns, con los farmacos totalmente intercalados
dando lugar a interacciones de apilamiento con las bases del ADN y
a otras interacciones estabilizadoras tanto con la proteina como con
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las moléculas de agua circundantes. Observamos que los enlaces de
hidrégeno que implicaban a los hidroxilos en C8 y C20 de LMD se
rompian y volvian a formar con frecuencia al intercambiarse con in-
teracciones similares con las moléculas de agua vecinas. El andlisis
de la energia de unién del complejo Topl:ADN:CPT y de los dos
complejos Topl:ADN:LMD (con el fairmaco intercalado en TpG o
en CpG) revel6 un predominio de las interacciones de van der Wa-
als que implican a las bases nitrogenadas que constituyen el sitio de
intercalacion y de las interacciones electrostdticas con algunos resi-
duos proteicos cruciales (Arg488, Lys532, Asp533, Arg364, Glu356 y
Asn722). En los tres casos estudiados, la interacciéon mds favorable y
cuantitativamente mas importante fue con G, aunque en el complejo
CG-LMD este término de van der Waals era de magnitud similar al
existente entre LMD y la guanina complementaria a C'. Sorprenden-
temente, la interaccion con T fue mds favorable para CPT (en unas
3 kcalxmol™!) que para LMD. Ademads, la ausencia de sitios C|G de-
tectables inducidos por Topl en presencia de CPT podria explicarse
por el choque estérico que surgiria entre el grupo 4-amino exociclico
de C, y el carbono sp’ del anillo C. Por el contrario, tanto los sitios
TpG como CpG proporcionaban sitios de uniéon igualmente buenos
para LMD, en buena concordancia con los hallazgos experimentales.

Dado que nuestras simulaciones mostraban de forma consistente que
el 20-OH de LMD participaba en un enlace de hidrégeno directo o
mediado por agua con el carboxilato de Glu356, decidimos compro-
bar si la pérdida de esta interaccion podria explicar el efecto deletéreo
que la eliminacién del grupo 20-OH en LMD tiene tanto en la inhibi-
cion de Topl como en la citotoxicidad (193). Para ello, hicimos uso
de un ciclo termodindmico (Figura 2) que nos permitié calcular la
diferencia entre las energias libres de unién de estas dos moléculas
a las mismas secuencias de ADN utilizando la informacién de meca-
nica estadistica generada a partir de un conjunto de simulaciones de
DM durante las cuales convertiamos este hidroxilo en un hidrégeno
cuando el farmaco estaba libre en solucién y también cuando formaba
parte de cada uno de los dos complejos ternarios estudiados. Las dife-
rencias de energia libre calculadas fueron de 2,6 y 2,9 kcalxmol™! para
los complejos CG y TG Top1-ADN, respectivamente, favoreciendo a
la LMD frente al andlogo sin el 20-OH, lo que explicaba satisfacto-
riamente la menor potencia detectada en los ensayos experimentales.
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Este hallazgo dio credibilidad al modo de unién propuesto, que ade-
mds fue apoyado por la observacion de que la incorporacién de un
hidroxilo en la posicion C10 de CPT (posicionalmente equivalente
al 20-OH de LMD), como en topotecdn (Figura 13) y otros andlogos
mds simples, resulta en una notable mejora de su actividad inhibidora
de Topl.

13. Observaciones finales

Creo firmemente que las técnicas de modelizacion molecular y simu-
lacion por ordenador han alcanzado la mayoria de edad y han demos-
trado su valor en una enorme cantidad de 4reas de investigacion, in-
cluido el estudio de las interacciones ADN-ligando y ADN-proteina.
En este discurso he intentado ofrecer un resumen de mi actividad in-
vestigadora en este drea concreta, que ha evolucionado de forma natu-
ral en consonancia con (i) la mayor disponibilidad de datos estructu-
rales sobre macromoléculas bioldgicas, (ii) los avances en los campos
de fuerzas (incluido el tratamiento mejorado de las interacciones elec-
trostaticas de largo alcance) y (iii) los sorprendentes avances en las
tecnologias informadticas, sobre todo en lo que respecta a la velocidad
de procesamiento de datos, la programacién para procesadores mul-
tiples y GPUs, la capacidad de almacenamiento de datos y las pres-
taciones de los programas de grificos moleculares interactivos. Me
considero muy afortunado por el hecho de que Graham me ofreciera
-como aprendiz de modelador molecular- estudiar la doble hélice del
ADN, la cual -a pesar de su evidente simplicidad- sigue dando sor-
presas y aguarda la plena comprension de sus mensajes codificados en
todos los organismos vivos. También fue una feliz coincidencia que el
drea de investigacion en la que me involucré después de mi doctora-
do en cromatografia liquida -tras haberlo intentado infructuosamente
durante varios afios en farmacologia experimental- se haya beneficia-
do continuamente desde entonces de una amplia gama de programas
independientes, servidores web, conocimientos interdisciplinarios y
una suma de experiencias aportadas por muchos cientificos de talento
de todo el mundo.

Durante varias décadas también he tenido el privilegio de ayudar a
mis compafieros del Departamento de Quimica Orgdnica y Farma-
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céutica de la UAH en sus intentos de sintetizar nuevos compuestos
con potencial actividad anticancerosa que interactian con el ADN
(197-200). Esta colaboracién -al igual que otras con valiosos colegas
y amigos del Instituto de Quimica Médica del CSIC en diferentes
dreas- ha tenido una gran repercusién en mi carrera porque ha puesto
de manifiesto los tremendos retos que conlleva el desarrollo de nue-
vos farmacos. Paralelamente, me ha maravillado la gran diversidad
quimica y el tremendo potencial de los productos naturales, especial-
mente los procedentes del mar, que pueden dar lugar a firmacos muy
prometedores con mecanismos de accién unicos. Si bien es verdad
que hemos aprendido muchas lecciones de los estudios pasados, no es
menos cierto que los descubrimientos de hoy plantean preguntas atn
mds desafiantes para mafiana. Solo puedo confiar en que seguiremos
formando nuevas generaciones de estudiantes bien preparados y entu-
siastas, capaces de responder a estas cuestiones pendientes y de pasar
el testigo a los cientificos del siguiente relevo generacional.
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