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INTRODUCCION GENERAL






Una de las caracteristicas principales de los paises desarrollados es la presencia de una
sociedad cada vez mas envejecida. De hecho, el envejecimiento, el consecuente cambio
demografico y su relacion con el bienestar son unos de los desafios prioritarios incluidos
en el programa marco de investigacién de la Union Europea, Horizonte 2020. Un aumento
de la longevidad y la esperanza de vida estan intimamente asociados a un incremento de
los casos de demencia, enfermedades cardiovasculares y cancer lo que conlleva importantes
consecuencias socioeconémicas. En este contexto, estrategias dirigidas a entender las
causas y mecanismos moleculares que regulan procesos fisiolbgicos y patolégicos, la
identificacién de nuevas dianas terapéuticas y el desarrollo de estrategias destinadas a tratar

estas enfermedades son algunas de las prioridades principales de la investigacion actual.

El descubrimiento de nuevos fiarmacos estd en crisis debido al bajo numero de
medicamentos aprobados en relaciéon con la gran inversién hecha en investigacion y
desatrollo (I+D) por las empresas farmacéuticas (Figura 1).! Ademds, el coste de un nuevo
farmaco se ha incrementado exponencialmente en las dltimas décadas, siguiendo un
porcentaje medio anual de 13% desde 1950. Por tanto, hay muchos indicios que sugieren
que este modelo de negocio es insostenible y es esencial introducir cambios que permitan

transformar la productividad en esta area.?

Sistema Endocrino
Sistema Cardiovascular

Productos biolégicos 25

@ Moléculas quimicas 64

Sistema Respiratorio
Céncer/Inmunosupresores
Enfermedades Infecciosas

51 =
BIEIE] [ ]E]

Otras aplicaciones

EU USA
Total 89

Figura 1. Medicamentos aprobados el aflo 2015 tanto en la Unién Europea (EU) como en Estados
Unidos (USA) y sus indicaciones terapéuticas. 64 de estos compuestos eran moléculas quimicas
mientras 25 de ellos tenfan un origen biolégico. La mayoria de estos nuevos medicamentos (71.9%)
fueron  desarrollados  por las  grandes empresas farmacéuticas  (Fuente: NDA,

Los grandes costes y la baja productividad en I+D de las compafifas farmacéuticas
conllevan a la bisqueda de nuevas estrategias. Una de las aproximaciones actuales de la
industria es acercarse a instituciones académicas y hospitales docentes, para beneficiarse
de las innovaciones que se produzcan en estas dreas.> Ademas, el incremento de nuestro
conocimiento sobre los mecanismos moleculares que regulan los procesos patologicos ha
permitido la identificacién de nuevos matrcadores y dianas terapéuticas y el desarrollo de

medicamentos personalizados, mas eficientes y con menores efectos secundatios, como
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los agentes antitumorales basados en hormonas, los inhibidores especificos de quinasas o

los anticuerpos monoclonales (Figura 2).

Se conocen alrededor de 538 quinasas en el genoma humano, algunas de ellas con papeles
esenciales en el inicio y progresion de ciertos canceres. El intenso trabajo realizado en las
ultimas décadas ha permitido que en estos momentos existan 37 inhibidores de quinasas
aprobados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA,
Food and Drug Administration) y mas de 150 en ensayos clinicos.* Entre las dianas se
incluyen el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, epidermal growth factor
receptor), la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) o la quinasa Abelson (ABL), entre otros.
El desarrollo de un inhibidor especifico de esta dltima quinasa supone uno de los ejemplos
clasicos de cémo el conocimiento de los mecanismos moleculares que regulan
enfermedades puede facilitar el desarrollo de nuevas aproximaciones terapéuticas. La
fusién de la quinasa ABL con el gen BCR da lugar a BCR-ABL, una proteina con una
actividad quinasa anormal que conlleva una excesiva proliferacién y que esta asociada con
la leucemia mieloide croénica. El estudio cristalografico de la proteina por rayos X facilitd
el disefio de moléculas basadas en la estructura del centro activo y permitié obtener un
inhibidor especifico de esta quinasa (Imatinib (Gleevec©)) que causa la remisiéon completa

en un gran porcentaje de pacientes afectados por este tipo de leucemia.’

Otra estrategia para superar el modelo actual de I+D se centra en el desarrollo de moléculas
de tipo bioldgico, tanto proteinas como anticuerpos.? Ejemplos relevantes incluyen
tratamientos hormonales dirigidos al receptor de estrégenos o la gran revolucién que ha
supuesto el desarrollo de anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos pueden ejercer su
funcion a través de diferentes mecanismos de accion. Existen anticuerpos que reconocen
de manera especifica células tumorales y su unién es una sefial para que el sistema inmune
inicie la destruccion de la célula. Este es el caso de Rituximab, dirigido al antigeno CD20
de la superficie de los linfocitos B y que se emplea para el tratamiento de linfomas de
células B. Los anticuerpos monoclonales también pueden actuar bloqueando receptores
necesarios para el crecimiento celular. Por ejemplo, Trastuzumab se une al factor de
crecimiento epidérmico humano 2 (HER2, human epidermic receptor 2), niveles elevados
del cual han sido detectados en la superficie de células tumorales de cancer de mama y

estémago.
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Figura 2. Mejoras en el diagnéstico permitiran el desatrollo de terapias personalizadas para el

tratamiento de enfermedades (esta imagen ha sido preparada utilizando recursos de Freepik.com).

Se esta trabajando también de manera intensa no sélo en la identificacion de estas entidades
médicas de tipo bioldgico, sino también en el desarrollo de métodos adecuados para su
preparacion y modificacién. Por ejemplo, la modificaciéon de proteinas mediante
conjugacién covalente con moléculas de polietilenglicol (PEG), permite aumentar su
estabilidad frente proteasas, facilitar la solubilidad acuosa, reducir su inmunogenicidad y
mejorat sus propiedades farmacéuticas. Esta modificacién se ha utilizado con éxito en
medicamentos aprobados como la insulina® o el interferén a-2a o 2b para el tratamiento

de la hepatitis C.7

Otra de las limitaciones mas importantes a las que se enfrenta la industria farmacéutica es
la falta de nuevas dianas con potencial interés terapéutico. Por ejemplo, el 20% de los
programas de desarrollo de firmacos contra el cancer de la industria farmacéutica se centra
en tan solo 8 proteinas.® El genoma humano incluye unas 20.000 proteinas, de las cuales
se considera que alrededor de 3800 pueden estar relacionadas con enfermedades. A pesar
de esto, los medicamentos aprobados en estos momentos por la FDA solo se dirigen a 667
proteinas humanas y 189 proteinas de patégenos, por lo que la identificacién de nuevas

dianas es un campo creciente de investigacién.” De manera similar, un analisis de los
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medicamentos aprobados en las ultimas tres décadas revela que las dianas se distribuyen
por familias, siendo la mas enriquecida el grupo de los receptores incluyendo los receptores
acoplados a proteina G (GPCR, G-protein coupled receptor), receptores nucleares o
receptores de tirosina quinasa (53%). El 22% de los medicamentos estan dirigidos a

enzimas y el 17% a proteinas transportadoras (Figura 3).

= Receptores
= Enzimas
= Proteinas transportadoras

Otros

Figura 3. Principales familias de proteinas como dianas farmacoldgicas. Distribucion de dianas
proteicas humanas por familia de genes. La gran mayorfa (563 medicamentos) estan dirigidos a
receptores acoplados a proteina G, tirosina quinasa o receptores nucleares. 234 medicamentos
bloquean hidrolasas, ligasas u oxidoreductasas mientras que 181 medicamentos estan dirigidos a
proteinas transportadoras (canales idnicos sensibles a voltaje, transportadores activos, etc.).10

Asi pues, un conocimiento detallado de los mecanismos moleculares que regulan procesos
celulares tendria que facilitar la identificacion de nuevos biomatrcadores y dianas
terapéuticas que tras su validacion pueden servir para el desarrollo de nuevos tratamientos.
Esta categorfa puede incluir proteinas (con actividad enzimatica o no), factores de

transcripcién, modificaciones epigenéticas y también interacciones proteina-proteina y

lipido-proteina, entre otras.

Existen dos tipos principales de ensayos, los que estudian la actividad de una diana
molecular especifica (Targeted Drug Discovery, TDD), y los que investigan el efecto global
sobre un modelo celular o animal mediante un ensayo de tipo fenotipico (Phenotypic Drug
Discovery, PDD). TDD y PDD son enfoques complementarios para el descubrimiento de
farmacos, cada uno con sus fortalezas y debilidades.

En un inicio, el descubrimiento de nuevos firmacos se basé en PDD. En la década de los
80, los avances en biologia molecular y genémica facilitaron la obtencién y purificacion de
proteinas y por tanto el desarrollo de ensayos dirigidos a dianas especificas (TDD). Los

TDD suelen ser ensayos bioquimicos, aunque también pueden ser celulares, que se basan

28



en el conocimiento previo de la diana molecular, ya sea por su relacion establecida con una
determinada enfermedad o con la intencién de explorar una hipétesis de tratamiento
(Figura 4A). El uso de TDD junto con el cribado de grandes librerfas de compuestos,
facilitado por los avances en quimica organica, ha sido el punto de partida para la
identificacién de muchos farmacos y es una estrategia que se utiliza ampliamente en la
industria farmacéutica.

A)

. Diana HTS
Seleccion de o Desarrollo
E Identifica- compuesto
enfermedad del ensavyo 7
da 2 activo

HTS Identifica-
compuesto cidn de la
activo diana

Seleccion de Desarrollo
enfermedad del ensayo

Figura 4. A) Descubrimiento de farmacos a partir de TDD. B) Descubrimiento de farmacos a partir
de PDD.

En contraste, los ensayos fenotipicos (PDD) se basan en la identificacién de compuestos
que en estudios celulares sean capaces de modular un fenotipo asociado a una enfermedad
determinada, generalmente desconociendo su diana o mecanismo de accién (Figura 4B).
Aunque la industria farmacéutica es reacia a utilizar medicamentos con mecanismo de
accion desconocido, existen muchos medicamentos que han sido identificados en ensayos
fenotipicos.! Una gran cantidad de farmacos aprobados por la FDA (especialmente en la
década de 1970 y con anterioridad) fueron descubiertos a través de ensayos fenotipicos y
fueron aprobados antes de identificar su mecanismo de accién o diana especifica. Ejemplos
relevantes incluyen algunos antituberculosos tales como la pirazinamida, la
tiosemicarbazona o el 4cido paraaminosalicilico,'? o la aspirina (acido acetilsalicilico), cuyo
mecanismo de accion tardo casi 100 afios en ser determinado.! Otro ejemplo es Ezetimibe
(Zetia), un inhibidor de la absorcién de colesterol que obtuvo la aprobacién en 2002 como
medicamento para reducir el colesterol sin tener una diana especifica conocida, que
posteriormente se identificé como el transportador de colesterol NPC1L1.

Los ensayos fenotipicos también se utilizan como complemento de ensayos de TDD para
evaluar los efectos de los compuestos sobre la viabilidad celular o en modelos celulares de
la diana a estudiar. Aunque los ensayos basados en el conocimiento de la diana han sido
los mas utilizados durante los dltimos veinte afios, el desarrollo de nuevos métodos de
lectura (microscopios de fluorescencia automatizados) y nuevos modelos celulares (células
transfectadas de manera estable, ensayos basados en genes reporteros) ha hecho resurgir

los ensayos fenotipicos tanto en academia como en la industria farmacéutica.!!> Ademas,
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el estudio de compuestos directamente en ensayos celulares permite valorar su actividad
celular, asegurando su paso a través de la membrana y descartando que posibles efectos
secundarios en otras dianas disminuyan el efecto global. L.a mayor desventaja de estos
ensayos es la imposibilidad de optimizar las propiedades de los candidatos clinicos sin
conocer previamente el mecanismo de acciéon. Ademas, existen aun ciertas reticencias en
la industria debido a posibles problemas de seguridad o toxicidad derivados del
desconocimiento del sitio de accién. Otro problema es el elevado coste y tiempo necesario
para identificar las dianas correspondientes mediante estudios proteémicos basados en
analisis por espectrometria de masas (EM), métodos génicos o computacionales, asi como
la posterior validacion mediante estudios bioquimicos o biofisicos. Pero a la vez, este
inconveniente se convierte en una ventaja al permitir la identificacién de nuevas dianas
terapéuticas que amplian el abanico de posibilidades existentes (Figura 5). En este contexto
tiene un papel muy relevante la quimica bioldgica, entendida como el uso de moléculas
quimicas para estudiar, interrogar y perturbar procesos biolégicos, permitiendo en muchos
casos establecer relaciones desconocidas entre fenotipos y dianas. Por ejemplo, el
desarrollo de métodos de identificacion de dianas (modificacion de moléculas activas
con grupos bioortogonales que faciliten su inmovilizacién o enriquecimiento, moléculas
que permitan el marcaje por fotoafinidad, etc.), han permitido grandes avances en este
campo de investigacion. Ademds, una vez identificadas las dianas, es necesatio validar esa
interaccién utilizando maltiples métodos tanto bioquimicos como biofisicos. Algunos de
ellos requieren el uso de proteinas recombinantes marcadas con fluoréforos o con una
biotina para facilitar su deteccién o inmovilizacién en superficies o resinas. Esto no serfa
posible sin el desarrollo previo de métodos quimicos para la modificacion de proteinas
que han permitido estudiar y caracterizar sus interacciones tanto con ligandos como con

otras proteinas.

N

Identificacién
Cribado basado i Cribado
en la diana e de dlsxiss e fenotipico

Proteémica basada en EM
Estudios bioquimicos/biofisicos
con proteinas (modificadas)
Figura 5. En los cribados basados en la diana, las moléculas son estudiadas frente una diana
determinada. Suele tratarse de ensayos bioquimicos, aunque también pueden ser realizados en células.
Los cribados fenotipicos miden una respuesta celular y requieren de estrategias posteriores de
identificacién y validacion de dianas.
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Otra limitacién importante en el descubrimiento de farmacos es la identificacion de
nuevas moléculas. Durante los afios 90, el desarrollo de métodos de produccién de
proteinas recombinantes y los avances en el establecimiento de ensayos de alto cribado,
llevaron a la necesidad de crear grandes bibliotecas de compuestos quimicos para su
evaluacion. Con el paso del tiempo se comprobé que el indice de éxito de estas bibliotecas
moleculares o quimiotecas, hechas en muchos casos mediante técnicas de quimica
combinatoria, era mas bien bajo. La estructura plana de muchos de estos compuestos, la
elevada proporciéon de grupos aromaticos, el bajo porcentaje de carbonos sp® y centros

quirales parecen ser algunas de las razones de esta baja tasa de éxito.

La miniaturizacién de los ensayos HTS (Cribado de alto rendimiento, del inglés, “High
Throughput Screening”) y el uso de robots han seguido fomentando el uso de grandes
quimiotecas de compuestos (100.000-300.000). Pero las bibliotecas actuales suelen ser
mucho mas diversificadas, intentan explorar una gran cantidad del espacio quimico,
incluyen derivados de productos naturales, productos con actividad ya conocida para
ayudar a determinar vias de sefializacién implicadas y moléculas de pequefio tamafio
compuestas por estructuras privilegiadas. Este término, utilizado por primera vez por Ben
Evans reconoce estructuras pequefias, no planas, como benzodiacepinas o indoles, que de
manera repetida suelen presentar actividades biolégicas, que tienen grandes posibilidades
para introducir sustituyentes que modifiquen su conformacién tridimensional y que sitven
por tanto como base para la posterior derivatizacién y preparacion de compuestos con
mayor afinidad y selectividad (Figura 6).1¢ Muchas de estas estructuras han sido utilizadas

para la preparacion de quimiotecas destinadas a la identificacion de nuevos farmacos.!”
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Figura 6. Ejemplos de estructuras privilegiadas presentes en los farmacos.

El contenido de algunas de las bibliotecas comerciales depende también del tipo de dianas
a las que se quieran dirigir. Es lo que se conoce como cribado centrado o focused screening.
Actualmente, muchos proveedores ofrecen quimiotecas especializadas de compuestos
destinados a quinasas, GPCR, receptores nucleares, canales i6nicos o dianas del sistema
nervioso central (SNC). La naturaleza de estas colecciones de compuestos y los principios
utilizados en el disefio de cada una, varfan en funcién de la diana a la que se dirigen.!® Por
ejemplo, las bibliotecas dirigidas a quinasas aprovechan la homologia asociada con el sitio
de unién a ATP (adenosin trifosfato). Los GPCRs se caracterizan por ser receptores
transmembrana formados por siete dominios. Varios afios de estudio de estos receptores
han permitido la identificaciéon de clases de compuestos que demuestran una marcada
afinidad por estos dominios transmembranales. De manera similar, estan disponibles
quimiotecas de compuestos destinadas a receptores de hormonas nucleares y canales
ibnicos basadas en inhibidores previamente conocidos. L.os compuestos de las bibliotecas
que se dirigen al SNC poseen propiedades fisicas comunes como por ejemplo la capacidad
de atravesar la barrera hematoencefalica. En definitiva, estas bibliotecas ofrecen mayor
probabilidad de identificar compuestos activos, aunque presentan ciertos inconvenientes.

El uso repetido de este tipo de librerfas por diferentes instituciones puede complicar la
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posible patentabilidad de los compuestos identificados y dificultar las relaciones entre

estructura y actividad.

Métodos para la identificacion de candidatos clinicos

Una de las consideraciones mas importantes a tener en cuenta en el descubrimiento de
farmacos es la eleccién de la estrategia a seguir para identificar compuestos activos.
Algunas de las estrategias existentes son las siguientes: el cribado aleatorio de alto
rendimiento (HTS),! el disefio de firmacos basado en la estructura (SBDD)?, el cribado
de fragmentos (FBS)?!, la utilizacién de quimiotecas seleccionadas® y mas recientemente,
bibliotecas quimicas codificadas por ADN(DECL) o presentaciones sobre fago.?? La
seleccioén de cada una de las metodologias depende de varios factores como son los costes
generales, el acceso a quimiotecas o a métodos de deteccién adecuados, las demandas
técnicas de cada ensayo o el tipo de ensayo biolégico, entre otros factores. En los altimos
veinte afios, las tecnologfas de cribado han evolucionado rapidamente. La repentina
afluencia de nuevas dianas terapéuticas ha sido clave para impulsar el desarrollo de ensayos
automatizados y miniaturizados para aumentar la velocidad y reducir el coste de la
deteccion. Esta metodologfa se ha convertido en rutinaria en la industria farmacéutica e
incluso se ha trasladado a los centros académicos.? La tecnologia de cribado puede abarcar
una gran variedad de colecciones de compuestos, desde miles de millones a cientos de

ellos.

. Cribado aleatorio o cribado de alto rendimiento (HTS, del inglés “High-
Throughput Screening”). Es la identificacién de moléculas de pequefio tamafio a través de
colecciones de compuestos aleatorios que pueden albergar gran cantidad de compuestos
(10>-109) o bien colecciones de menor tamafio. Las técnicas de HTS se utilizan
universalmente como un método practico en busca de nuevos puntos de partida para la
identificacién de compuestos biol6gicamente activos® y como método para comprender
mejor el papel de un proceso bioquimico particular. La principal ventaja de los ensayos de
tipo HTS es la capacidad de acelerar la deteccién primaria. Los rangos de concentracion
funcional de las moléculas identificadas normalmente van desde nanomolar a micromolar.
Las técnicas de tipo HTS han sido esenciales en el descubrimiento de firmacos® y siguen
siendo el método de eleccién en la industria farmacéutica. Aunque presenta varios
inconvenientes como son el alto coste asociado a la robotizacion, el mantenimiento de las
librerfas y el tiempo requerido para el procesado de resultados. Ultimamente, se
complementan también con otro tipo de métodos como SBDD o el uso de métodos

computacionales.
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o Disefio de farmacos basado en la estructura (SBDD, del inglés “Structure-
Based Drug Discovery”). Se fundamenta en el disefio de compuestos activos en base al
conocimiento de las estructuras tridimensionales (determinada ya sea por rayos X o
resonancia magnética nuclear (RMN)) de las dianas terapéuticas. Esta informacion permite
determinar las caracteristicas del sitio de unién (centro activo o alostérico) del ligando de
tal manera que se pueda diseflar una estructura quimica que establezca una buena
interaccién con él. Un requisito esencial en estos estudios es la comprensién de los
aspectos espaciales y energéticos que afectan a las afinidades de unién de los complejos
proteina-ligando. El proceso suele iniciarse a partir de la interaccién de un inhibidor o Az
(conocido previamente o identificado durante el proceso) que es caracterizado mediante
cristalizacion o estudios de interacciéon por RMN. Una vez determinadas la forma y la
naturaleza quimica del sitio de unién y las posibles interacciones intermoleculares con el
ligando, esta informacién permite el disefio de ligandos mas potentes y selectivos (leads).
Esta tecnologfa ha demostrado ser eficiente y en varios casos las tasas de éxito alcanzadas
han sido significativamente mayores que utilizando ensayos de tipo HTS.2027 Si a este
estudio de las bases moleculares de la interaccién, junto con el conocimiento de la
estructura tridimensional de la diana biolégica en el proceso se afiaden métodos
computacionales para el cribado de quimiotecas virtuales de compuestos nos encontramos
ante el cribado virtual de alto rendimiento o HTVS.

o Cribado virtual de alto rendimiento (HTVS, del inglés “High-Throughput
Virtual Screening”). El cribado virtual utiliza grandes quimiotecas de compuestos que estin
disponibles comercialmente. Se seleccionan computacionalmente y se estudia su
interaccién contra la estructura conocida de la diana de interés mediante programas de
acoplamiento molecular (docking) con la finalidad de predecir la conformacién preferida
del ligando en el sitio de unién. Posteriormente se estudia la energfa libre de unién entre la
proteina y el ligando en cada postura de acoplamiento y se estima la afinidad de la unién
mediante las funciones de puntuacién o scoring. Los compuestos identificados que
presentan una mayor energfa de union, y por lo tanto pueden unirse de manera mas eficaz

al sitio de unién, son luego estudiados experimentalmente.?%-2829

Las ventajas de utilizar el cribado virtual basado en la estructura son las siguientes: reduccion
del tiempo y de los costes del proceso de seleccion de millones de moléculas pequefias en
comparacién con HTS, ya que no hay necesidad de poseer compuestos fisicamente para
realizar el proceso de seleccién. Ademas, se ha estimado que los métodos experimentales

poseen un porcentaje de éxito inferior a 1 por cada 10.000 compuestos sintetizados, al
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estar basados fundamentalmente en técnicas de ensayo y error, mientras que la tasa de
éxito del cribado virtual es de 100 a 1000 veces mayor,>*3! obteniendo en algunos casos
moléculas activas en el rango nM. Las técnicas de HTVS han sido usadas con éxito en la
identificacién de inhibidores de la anhidrasa carbénica para el tratamiento del glaucoma,3?
inhibidores de la proteasa del VIH, farmacos para el tratamiento de la malaria o inhibidores
del receptor de dopamina D3, entre otros. El cribado virtual presenta también algunas
desventajas, como por ejemplo que los compuestos identificados por HTS son generalmente
mas potentes que los compuestos identificados por VS. Ademas, se conoce que las
moléculas de agua tienen un papel importante en el proceso de unién de muchos farmacos.
Sin embargo, una practica habitual del cribado virtual es eliminar todas las moléculas de
agua de solvatacion presentes en la estructura de la proteina, dificultando asi el proceso de
identificacién. Al mismo tiempo existe una elevada complejidad en los calculos de
acoplamiento debido a la flexibilidad estructural del receptor. Estas propiedades dificultan

predecir con precisién la unién de los ligandos a la proteina.

. Cribado de fragmentos (FBS, del inglés “Fragment-Based Screening”). Se basa
en el analisis de bibliotecas de unos pocos miles de compuestos (a diferencia de las decenas
de miles o incluso millones en HTS) de bajos pesos moleculares (<300-200 Da), probados
a elevadas concentraciones (rango milimolar). Este método fue desarrollado por Shuker
en 1996% y actualmente se lleva a cabo de manera rutinaria en muchas compafias
farmacéuticas y laboratorios académicos como un método alternativo para identificar
ligandos de proteinas.’* Hay un nimero de metodologias mediante las cuales se pueden
analizar los fragmentos como son RMN, EM vy cristalografia de rayos X.3 De entre estas,
destaca la técnica de RMN, ya que es ideal para la deteccion de ligandos de baja afinidad y
es una de las mas productivas identificando pequefias moléculas que actian de inhibidores
sobre una gran variedad de dianas. Tras la identificacion del fragmento activo, la idea es la
obtencion de compuestos de afinidad optimizada (kads) o mejores propiedades
fisicoquimicas y ADME (absorcién, distribucién, metabolismo y excrecién) utilizando
varias estrategias como son la sintesis de andlogos, sustituciones o expansiones del
fragmento inicial, la combinacién con elementos de un sustrato conocido, inhibidor u otro
fragmento creando as{ una molécula hibrida o el ensamblaje de fragmentos 7 situ que
abarca areas como la quimica combinatoria. El cribado de fragmentos ha facilitado por
ejemplo la identificacién de compuestos que bloquean la unién a ADN de la proteina E2
del virus del papiloma humano.’” Ademds, en estos momentos mas de 30 medicamentes

derivados de fragmentos estan incluidos en ensayos clinicos.?®
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o Bibliotecas quimicas codificadas por ADN (DECLs, del inglés “DNA-
Encoded Chemical Libraries”). Esta tecnologia emergente permite la sintesis y cribado de
colecciones muy grandes (tipicamente > 10%) de moléculas pequefias mediante su
conjugacién a fragmentos de ADN, que sirven como codigos de barras de identificacién
amplificables utilizando la reacciéon en cadena de polimerasa (PCR, “polymerase chain
reaction”).?? Se trata de una técnica analoga al phage display (presentacion sobre fago), en
la que grandes librerfas de anticuerpos o péptidos son mostrados en la superficie de fagos,

permitiendo identificar moléculas que presentan gran afinidad con un ligando especifico.?

La tecnologia DECL permite preparar y evaluar bibliotecas de colecciones de moléculas
pequefias con tamafios antes inconcebibles. Como principales inconvenientes habria que
mencionar que los candidatos obtenidos tienden a ser de gran tamafio y presentan bajas
eficiencias de ligando. Ademas, la conjugaciéon con ADN puede enmascarar problemas
potenciales de solubilidad que solo seran evidentes al sintetizar la molécula identificada.
Otro desaffo importante es la necesidad de ampliar el tamafio de la biblioteca mientras se
preserva las caracteristicas farmacocinéticas de los compuestos, asi como su puteza. Para
este fin, serd necesario identificar y optimizar reacciones quimicas compatibles con el
ADN. Esta tecnologfa tiene un impacto cada vez mayor en el proceso de descubrimiento
de medicamentos, no solo en la industria farmacéutica sino también en el mundo

académico.

En este apartado se ha hecho un repaso sobre las técnicas de cribado para la identificacién
de compuestos activos. En la actualidad todos los métodos desctitos coexisten y pueden
ser complementarios. Recientemente, en un estudio publicado en la revista Journal of
Medicinal Chemistry se describe el origen de los candidatos clinicos publicados entre 2016 y
2017. E1 43% de estos candidatos surgieron a partir de compuestos ya activos, el 29% de
cribados aleatorios, mientras que un 14% se obtuvieron por cribados de fragmentos.
También se detectaron compuestos activos utilizando métodos de focused screening con
quimiotecas especializadas (con una estructura quimica comun o en base al conocimiento

previo de la diana, 8%), o librerfas codificadas por ADN (1%).40

Aparte de los métodos basados en el cribado de grandes librerfas de compuestos o
fragmentos, existen también otras aproximaciones para la identificacién de moléculas

activas.
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e Reposicionamiento de compuestos activos caracterizados para otras
dianas. El reposicionamiento de medicamentos conocidos para el tratamiento de otras
enfermedades es una estrategia muy atractiva para la industria farmacéutica actual, ya que
al disponer de datos de su eficacia y principalmente de su toxicidad o tolerancia, permite
acortar las fases de descubrimiento requiriendo asi menos tiempo y coste para su
lanzamiento al mercado. Ademas, si la estrategia de reposicionamiento funciona, permite
identificar nuevas vias y dianas que podrin ser exploradas en un futuro. Existen
importantes ejemplos de céomo la identificaciéon de una diana secundaria permite el
reposicionamiento de ciertos farmacos. Este es el caso del citrato de sildenafilo,
originalmente desarrollado como hipertensivo que fue después seleccionado para el
tratamiento de la disfuncién eréctil, o la talidomida, un sedante que se vio asociado con
importantes problemas de malformaciones congénitas que actualmente se utiliza para el

tratamiento del mieloma mualtiple.*!

e Medicamentos “me-too” (de imitacion). Otra posibilidad de identificar
compuestos activos, nuevos y patentables se basa en medicamentos que ya se encuentran
en la etapa posterior del desarrollo clinico o que ya se han lanzado al mercado, son los
denominados medicamentos de imitacién “me-too”. Son compuestos muy similares
estructuralmente a medicamentos ya conocidos que tienen un mecanismo de accién
idéntico. Ejemplo de ello son los antihipertensivos derivados de Captopril (Cilazapril,
Lisinopril, Enalapril). Aproximadamente el 75% de los nuevos farmacos aprobados por la
FDA son clasificados como medicamentos “me-too”, esto significa que solo el 25%
presentan mejoras terapéuticas nuevas en enfermedades. Ademas, la mayor parte de
incentivos estan destinados a los farmacos “me-too”, disminuyendo as{ la financiacién en
medicamentos pioneros que son necesarios para curar otras patologias. A pesar de ello,
resulta necesatio el desarrollo de este tipo de medicamentos. Prueba de ello es el caso del
farmaco oral hipoglucémico Troglitazona, antidiabético aprobado en 1997 por la FDA y
posteriormente retirado del mercado tras informes de hepatotoxicidad inaceptable. Los
medicamentos “me-too” como la Rosiglitazona** y Pioglitazona®® son mucho menos
toxicos y hoy en dia se utilizan ampliamente en sustitucién de Troglitazona. Si estos
farmacos no se hubieran desarrollado, la retirada de Troglitazona hubiera provocado una
brecha importante en la terapia antidiabética. Al igual ocurre con los antihistaminicos de
primera generacion, que presentaban efectos de corta duracion y requerfan maltiples dosis
produciendo sedacién y efectos anticolinérgicos graves. Estos efectos secundarios se

redujeron considerablemente en la segunda y tercera generacion de antihistiaminicos.?
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. Disefio de compuestos covalentes derivados de ligandos no covalentes.
Esta estrategia aprovecha la estructura de ligandos conocidos e introduce sustituyentes que
generen un enlace covalente con un residuo de cisteina o serina de la protefna diana. La
reciente aprobacion por parte de la FDA de farmacos covalentes basados en esta
aproximacion valida esta estrategia. Ejemplos relevantes incluyen Ibrutinib (2013), que
reacciona con la Cys481 del sitio de unién de ATP de la tirosina quinasa de Bruton (Btk),
y Osimertinib (2015), un inhibidor de EGFR que bloquea selectivamente la proteina que
contiene la mutacién T790M. Mas recientemente, se han descrito los primeros resultados
prometedores de un ensayo clinico con el firmaco AMG510. Este medicamento contiene
una acrilamida que reacciona de manera especifica y covalente con la Cys12 presente en
una versiéon mutada de la proteina K-Ras (G12C) que se encuentra en el 14% de los
canceres de pulmoén y el 5% de los canceres de colon.

Un aspecto a resaltar en esta metodologfa es la necesidad de introducit un electréfilo que
no sea reactivo con los nucleéfilos mas prevalentes biolégicamente. Factores como la
cinética de la reaccién o las consideraciones estéricas y la electronica que controlan la
reaccion desempefian también un papel importante para decidir qué electréfilos son los
mas apropiados.** Algunas de las ventajas que presenta esta metodologia son una mejora
de la selectividad frente otras proteinas de la misma familia, un aumento de la afinidad de
unién en protefnas con sitios de unién no muy profundos y ademas, se ha demostrado que
los compuestos que actian a través de un mecanismo de inhibicién covalente presentan
menos problemas de aparicion de resistencias. Por el contrario, hay un cierto temor a
utilizar inhibidores covalentes por su posible toxicidad, ya que establecen interacciones
muy fuertes y estables provocando tiempos de permanencia prolongados y pueden tener
problemas de especificidad. Aunque la experiencia previa con otros inhibidores de tipo
covalente como la aspirina o la penicilina, hacen pensar que los efectos toxicos podrian ser

menores de los esperados.

Esta tesis se centra en dos temas que abordan diferentes aspectos del proceso de
descubrimientos de nuevos farmacos. En primer lugar se ha trabajado en la identificacion
de compuestos activos frente una diana conocida, la cisteina proteasa Atg4B. La alteracion
de los niveles de autofagia es un problema importante asociado a enfermedades
neurodegenerativas, cancer y envejecimiento. El desarrollo de moduladores especificos de
este proceso es un campo de investigacion que ha atraido mucho interés en los dltimos
afios. El primer capitulo de esta tesis se basa en el establecimiento de un ensayo de tipo

HTS destinado a la identificacion de inhibidores de Atg4B, una proteina involucrada en la
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sintesis del marcador de autofagia LC3-II. Partiendo de las estructuras de rayos X
conocidas de Atg4B en ausencia y en presencia de ligando, se realiz6 un HTVS para
detectar potenciales inhibidores. Una vez estudiados experimentalmente, se sintetiz6 una
pequefia librerfa de compuestos basados en la estructura de los mas activos y su actividad
fue analizada en estudios bioquimicos y celulares.

El segundo capitulo de esta tesis doctoral se centra en el desarrollo de un método para la
modificacion selectiva de proteinas. Los métodos de modificacion selectiva de proteinas
(que afectan a un residuo determinado) son de gran interés para obtener proteinas
marcadas de forma homogénea (en contraposicion a los métodos no selectivos que
generan mezclas heterogéneas de proteinas modificadas). Las proteinas marcadas son de
gran interés tanto en la industria farmacéutica (proteinas PEGiladas, generacion de
anticuerpos) como en investigacion basica (proteinas marcadas con fluoréforos, lipidos,
biotina, aztcares, etc.) para el estudio de interacciones ligando-proteina o proteina-proteina

asf como la validacion de dianas desconocidas obtenidas a partir de ensayos fenotipicos.
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CAPITULO 1:
Identificacion de inhibidores de Atg4B







CAPITULO 1: INTRODUCCION







El término “autofagia” fue empleado por primera vez por el fisilogo francés M. Anselmier
en un breve articulo publicado en 1859. Pero no fue hasta un siglo después, en 1963,
cuando el bioquimico belga Christian De Duve, durante el trabajo que le llevé al
descubrimiento de los lisosomas, emple6 el término autofagia desde un punto de vista
mecanistico.! Este término, que proviene del gtiego y podtia traducirse como
autoconsumo, es un proceso celular que consiste en la degradacion lisosomal de
componentes citoplasmaticos desechables o potencialmente dafiinos, incluyendo
organulos obsoletos, proteinas de vida media larga, agregados de proteinas, y patégenos.
Este mecanismo, junto con el sistema ubiquitina-proteosoma (UPS, “ubiquitin-
proteosome system”), son las dos vias principales de degradacion de proteinas en células
eucariotas. Ambos mecanismos son complementarios pero diferentes, ya que el UPS es el
responsable de degradar el 80-90% del proteoma incluyendo proteinas de vida corta,
anormales o dafiadas. L.a autofagia se produce en condiciones basales y tiene un papel
crucial en el desarrollo, la diferenciacion, la supervivencia y la homeostasis celular y su
funcionamiento anémalo esta relacionado con el envejecimiento y multiples enfermedades

como el cancer y trastornos neurodegenerativos.?

Elinterés por este campo de investigacion ha crecido de manera exponencial en las dltimas
décadas. Actualmente, una busqueda en la base de datos PubMed proporciona 30.000
articulos cientificos que contienen el término autofagia. Ademas, el ano 2016 le fue
concedido el Premio Nobel de Medicina o Fisiologfa al profesor Yoshinori Ohsumi por la
caracterizacién de los mecanismos moleculates que controlan este proceso y en particular
por el descubrimiento de los genes relacionados con autofagia ATG (del inglés,

“AuTophaGy-related”), que controlan y regulan la autofagia en levaduras.?

1.- Tipos de autofagia

Existen tres tipos principales de autofagia: la autofagia mediada por chaperonas (CMA, del

inglés “chaperone-mediated autophagy”), la microautofagia y la macroautofagia.

La autofagia mediada por chaperonas (CMA) regula la degradacion de proteinas citosélicas

que son seleccionadas especificamente a través de la unién de la chaperona Hsc70 a un
pentapéptido presente en su secuencia (KFERQ). Tras la union, la chaperona las dirige a
la membrana lisosomal donde interactian con la proteina de membrana asociada al
lisosoma tipo 2A, LAMP-2A. Finalmente, las proteinas son internalizadas y degradadas
por las hidrolasas lisosomales (Figura 7).> Se ha demostrado que la CMA opera en una

multitud de protefnas citosélicas, por lo que ejerce funciones reguladoras importantes en
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diferentes estados fisiopatologicos como la regulacién metabdlica, la preservacion de la
integridad del genoma, el envejecimiento, la activacion de células T, la neurodegeneracion
y la oncogénesis. Ademas, el analisis de secuencia lineal del proteoma citosélico sugiere

que alrededor del 30% de sus componentes pueden ser degradados mediante CMA.

En la microautofagia, las entidades citoplasmaticas destinadas a la degradacién son

captadas directamente a través de la invaginacién de la membrana lisosomal.

Finalmente, la macroautofagia, también conocida como autofagia, es la modalidad mejor
caracterizada.* Mientras que la microautofagia y la CMA no estan asociadas con grandes
cambios morfoldgicos en los compartimentos vesiculares, las respuestas macroautofagicas
involucran vesiculas que pueden ocupar una parte considerable del citoplasma. Durante
este proceso, regulado por los genes ATG, los contenidos celulares son degradados en
lisosomas o vacuolas y finalmente reciclados.

La autofagia se inicia con la formaciéon de una doble membrana en forma de copa
denominada fagoforo, la cual envuelve el material citoplasmadtico, proteinas y organulos
que se desean degradar. Posteriormente, esta doble membrana se cierra dando lugar al
autofagosoma, que se fusiona con el lisosoma formando el autofagolisosoma y liberando
en su interior el material a degradar. Tras la degradacion lisosomal, el material resultante

(aminodcidos, azucares, lipidos, etc.) se libera al citoplasma para ser reutilizado (Figura 7).
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Figura 7. Diferentes tipos de autofagia. La macroautofagia se caracteriza por el secuestro de
estructuras dirigidas a ser degradadas en vesiculas de doble membrana llamadas autofagosomas, que
se fusionan con el lisosoma formando autofagolisosomas y exponiendo su contenido a los enzimas
hidroliticos. Los metabolitos resultantes se transportan al citoplasma y se reutilizan para la sintesis
de nuevas macromoléculas o como fuentes de energfa. Durante la autofagia mediada por la
chaperona (CMA), las proteinas que poseen la secuencia KFERQ son reconocidas por la chaperona
Hsc70, se asocian con la proteina de membrana LAMP-2A y se internalizan en el lisosoma para su
degradacion. Microautofagia es el proceso que ocurre cuando los lisosomas engullen directamente
el material citosélico mediante invaginacién de la membrana.
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2.- Mecanismos de regulacion

En condiciones fisiolégicas normales la autofagia existe a un nivel basal y actia como
mecanismo de control de la calidad celular. En condiciones de estrés, como pueden ser la
falta de nutrientes, infecciones por patégenos o la presencia del algan estimulo, la actividad
autofdgica aumenta. Existen diferentes vias de regulacién para controlar la autofagia y
consecuentemente numerosos puntos potenciales de modulacién. La via de regulacién
clasica es la via de sefializacion mTOR, del inglés “mammalian target of rapamycin”,
aunque también se han descrito otras cascadas de sefializacién independientes de ésta. La
mayoria de los moduladores quimicos que afectan a éstas ltimas actian sobre la sintesis

de inositol 1,4,5-trifosfato (InsP3) o la via de sefializacién del calcio.

Aparte de estas vias reguladoras, implicadas también en otras funciones celulares, a
principios de los afios 90 el profesor Y. Oshumi caracteriz6 los genes ATG responsables
de la maquinaria central del proceso de la autofagia. Los primeros estudios en levaduras
permitieron la identificacién de 15 genes involucrados en la regulacion de este proceso.?
Actualmente se han descrito 41 genes AT'G y la mayorfa de ellos tienen también ortélogos
en humanos. Este descubrimiento de gran importancia y que contribuyé a elucidar el
mecanismo molecular de este proceso de reciclaje, ha facilitado el estudio del papel de la
autofagia tanto en procesos fisiolégicos como patolégicos.>® Los genes ATG dan lugar a
una serie de proteinas conocidas como Atg. Los diferentes miembros de la familia de
proteinas Atg se pueden clasificar teniendo en cuenta su funcién especifica en las diferentes

etapas del proceso (Tabla 1).

Etapas de la autofagia Proteinas implicadas

Atgl/ULKI1, Atgl3, FIP2007
Atg6/Beclin-1-Atg14/Atgl4L-Vps34-Vps158
Atg9 y proteinas WIPI?
Sistema de conjugacién Atg8/LC3 formado pot
Atg3, Atg4, Atg7, Atgl2, Atg5, Atgl6!0

Iniciacién y nucleacién

Formacion y expansion del
fagéforo

Maduracién y fusién con el Beclin1.U G-Vps34iti2

lisosoma

Tabla 1. Proteinas implicadas en las diferentes etapas de la autofagia.

Por tanto, debido al papel crucial que tienen estas protefnas en la formacion del fagéforo,
el cierre del autofagosoma y su fusién con el lisosoma, se han considerado dianas
interesantes para el desarrollo de inhibidores de autofagia. Hay que tener en cuenta que

aunque hasta hace poco se crefa que su funcion estaba exclusivamente involucrada en la
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regulacion de la autofagia, estudios recientes indican que también pueden tener también

funciones celulares adicionales.!3:116

A continuacion, se va a describir con detalle las diferentes etapas del proceso autofagico y
las proteinas implicadas en cada una de ellas. El primer paso en este mecanismo es la
formacion del fagéforo que secuestra todo aquel material citosélico que va a ser
degradado. Una de las vias clasicas de regulacién de la autofagia en este paso inicial es la
via mTOR, una red de sefializacion que conecta sefales extracelulares e intracelulares para
adaptar el metabolismo celular a las fluctuaciones de nutrientes (Figura 8 y 9). mTOR tiene
un papel crucial en la regulacién de la sintesis de proteinas, el crecimiento celular y la
proliferacion. Esta formado por dos complejos: mMTORCT es responsable de la regulacion
de la autofagia y esta generalmente asociado con la proliferacién celular y la progresion del
cancer cuando esta desregulado, mientras que mTORC2 patticipa en la reorganizacion del

citoesqueleto de actina.

La formacion del fagéforo también requiere la activacion del complejo (ULK-Atg13-
FIP200). Bajo condiciones ricas en nutrientes o en presencia de insulina, mTORCI regula
negativamente la autofagia mediante la fosforilaciéon de Atgl3 y los homdlogos en
mamiferos de la proteina de levaduras Atgl (ULK1 y ULK2, del inglés “Unc-51 like
autophagy activating kinase”). La fosforilacién de ULK inhibe su actividad quinasa. En
ausencia de nutrientes o factores de crecimiento, la fosforilaciéon de mTOR mediada por
AMPK inhibe su actividad y la consiguiente fosforilacion de ULK. Al estar activa, ULK
puede fosforilar Atg13 y la proteina de 200 KDa que interactda con la familia de quinasas

de adhesion focal (FIP200) lo que permite el inicio de la autofagia (Figura 8).14
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NUTRIENTES INANICION

mTORC mTORC P

AUTOFAGIA

Figura 8. Los complejos ULK-Atg13-FIP200 median la sefalizacién de mTOR en la maquinaria
autofagica. En condiciones de presencia de nutrientes mTOR esta activado y fosforila las proteinas
ULK y Atgl3. En cambio, en ausencia de nutrientes la proteina mTOR se encuentra desactivada
permitiendo asi las fosforilaciones mediadas por ULK de Atgl3, FIP200 que suponen el inicio del
proceso autofagico.

La presencia de Atgl3 facilita el reclutamiento del complejo fosfatidilinositol 3-quinasa
(PI3K) formado por Atgl4l, Vps34, Vpsl5 y beclin 1 y la consiguiente generacion de
fosfatidilinositol 3-fosfato (PtdIns3P), que supone la sefial de entrada para la formacion

del omegasoma, regiones de membrana altamente curvadas que se consideran el origen del

fagoforo.
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Figura 9. Superior: La presencia de nutrientes activa la via de sefializaciéon mTOR. La
fosfatidilinositol 3-quinasa de clase I (PI3K)-AKT activa mTOR en respuesta a la insulina y a sefiales
de factores de crecimiento, actuando como reguladores negativos de autofagia. AKT también puede
regular negativamente la autofagia mediante fosforilacién de beclin 1. La proteina quinasa activada
por AMP (AMPK), regula negativamente la via mTOR y también fosforila directamente el complejo
ULKI1-Atg13-FIP200, actuando como un regulador positivo de la autofagia en respuesta a inanicion.
En estas condiciones, mTORC1 inhibe la actividad de ULK1 y se inicia la autofagia. Este mecanismo
también esta regulado por el complejo de interaccion beclin 1-Vps34-Atgl4L. La estimulacién de
este complejo genera PtdIns3P, que promueve la nucleacién autofagosémica de la membrana.
Inferior: El alargamiento del autofagosoma requiere la sintesis de la proteina lipidada LC3-II
mediante dos sistemas de conjugaciones tipo ubiquitina.

En la elongacion de la membrana de autofagosoma participan tanto el complejo
ULK1-Atg13-FIP200 como Atgl4-beclin 1-PI3KC3 que movilizan dos sistemas de
conjugacién tipo ubiquitina (UBLs), del inglés “ubiquitin-like-system” que regulan la
expansion del autofagosoma y su cierre (Figura 9 inferior). El primer paso consiste en la
formacion de un conjugado Atgl2-Atg5 que requiere de la participacion de Atg7 y Atgl10
que funcionan como ligasas de tipo E1 y E2 respectivamente. L.os conjugados Atg5-Atg12
se localizan en el precursor del autofagosoma y se disocian al completar la formacion del
mismo. Estos conjugados interaccionan de manera no covalente con Atgl6L dando lugar
a un complejo de aproximadamente 800 KDa. Por otro lado, la segunda reaccién consiste
en la conjugacion de la proteina Atg8 (v sus homologos en humanos las familias MAP1-

LC3/GABARAP (microtubule-associated protein 1 light chain 3/GABA receptor

associated protein) al lipido fosfatidiletanolamina (PE). Cogiendo como ejemplo la
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proteina LC3, en primer lugar, la prol.C3 es escindida en su extremo C-terminal por la
cistefna proteasa Atg4, generando la proteina citosélica LC3-1. Para el proceso de
lipidacion son necesarias Atg7 y Atg3 que actian como enzimas E1 y E2 respectivamente
y el complejo Atg5-Atg12-Atgl6L funciona como una ligasa de tipo E3 facilitando la
conjugacién de la proteina a PE (Figura 9 inferior). La lipidacién se produce en el extremo
C-terminal de la proteina y genera LC3-II que se une a la membrana del autofagosoma.
Esta proteina es una de las mejor caracterizadas, y aunque su funciéon exacta no esté
completamente clara, se sabe que la ubicacién de la LC3-II en la membrana del

autofagosoma es necesaria para el correcto funcionamiento de todo el proceso.

La nomenclatura E1, E2 y E3 provienen de las enzimas involucradas en la ubiquitinacién
de protefnas. Esta modificacion postraduccional sirve para dirigir las proteinas al
proteasoma, donde seran degradadas y recicladas. El enzima E1 se une al extremo C-
terminal de la ubiquitina mediante un enlace tioéster con un residuo de cisteina. El segundo
paso se basa en transferir la ubiquitina de la proteina E1 a E2 mediante una
transesterificacion mediada por E2. Finalmente, el enzima E3 transfiere la ubiquitina a un
residuo de lisina de proteina a degradar. La lipidacién de LC3-II sigue un procedimiento
similar, con la diferencia que el destino final de la proteina no es otra proteina sino un

lipido.

En mamiferos existen 6 homoélogos de la proteina de levaduras Atg8, divididas en dos
subfamilias MAPI1-LC3, o simplemente LC3A, B y C junto con GABARAP,
GABARAPLT y GABARAPL2. Las dos subfamilias son esenciales para el proceso de
autofagia, aunque parece que tienen funciones diferentes. Mientras la subfamilia L.C3
estarfa involucrada en la elongacion de la membrana del fagéforo, la subfamilia GABARAP
tendrfa un papel en el cierre del autofagosoma.!> Una vez cerrados, los autofagosomas se
mueven por los microtibulos hacia la regién perinuclear donde se encuentran los
lisosomas. La membrana externa del autofagosoma se fusiona con el lisosoma para formar
un autofagolisosoma (Figura 7). Esta fusién esta mediada por proteinas SNARE (Soluble
N-ethylmaleimide-sensitive factor Activating protein REceptor) y regulada por el complejo
beclin-1-UVRAG (UV radiation Resistance-Associated Gene product)-Vps34. FEl
contenido y la membrana interna del autofagolisosoma son degradados por hidrolasas
lisosomales, incluyendo lipasas y catepsinas. El material de degradacién es transportado
fuera del lisosoma para su reciclaje y Atg4B elimina el lipido de las LC3-II que se

encuentran en la membrana externa regenerando las correspondientes LC3-1.
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En definitiva, la sintesis de LC3 requiere la actividad de dos sistemas de tipo ubiquitina. El
primero de ellos formado por las proteinas Atg5, Atgl2 y Atgl6L y el segundo sistema de
conjugacién involucra Atg4, Atg7, Atg3. Ademis, la conversion de LC3-I en LC3-11 y la
postetior deslipidacién de LC3-11I requiere la actividad de la cisteina proteasa Atg4, que por

lo tanto se ha considerado un objetivo en la identificacién de los inhibidores de autofagia.

3.- Autofagia y enfermedades

La autofagia acta como un mecanismo de supervivencia bajo condiciones de estrés,
manteniendo la integridad celular, la regeneracién de precursores metabdlicos, la
eliminacién de patégenos y facilitando la limpieza de proteinas u organulos dafiados. Este
proceso contribuye a la homedstasis celular y tisular, previene enfermedades infecciosas y
esta involucrado en la eliminacién de agregados de proteinas poliubiquitinadas que, debido
a defectos en su estructura o plegamiento, se acumulan durante el estrés y el
envejecimiento. Ademas, en los dltimos afios se ha comprobado que niveles elevados o
deficientes de autofagia estan directamente relacionados con varias enfermedades. Por
estos motivos, existe un gran interés en la busqueda de reguladores de autofagia que

puedan ser potencialmente utilizados para el tratamiento de enfermedades.

Los inductores de antofagia estan destinados generalmente al tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas y a la prevenciéon del envejecimiento y, por el contrario, los znbibidores
de autofagia estan siendo estudiados para el tratamiento de ciertos tipos de cancer,

particularmente los que son resistentes al tratamiento.
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Figura 10. Efectos de los cambios en los niveles de autofagia en diferentes procesos fisioldgicos y
patolégicos.

3.1.- Enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas, como son las enfermedades de Parkinson,
Alzheimer, la enfermedad de Huntington, la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) y la
neuroinflamacién,'®!” son trastornos genéticos o esporadicos dependientes que se
manifiestan por la pérdida progresiva de la funcién neuronal. La caracteristica principal de
estas patologias es la acumulacion de agregados de proteinas como resultado de
mutaciones y mecanismos de eliminacién deficientes. La mayoria de las enfermedades
neurodegenerativas presentan defectos en el proceso de autofagia. En algunos casos se han
observado mutaciones en protefnas involucradas en autofagia como p62 (ELA) o
PINK1/Parkin (Parkinson). En otros casos se obsetvan niveles normales de
autofagosomas pero cierta incapacidad de incorporar sustratos o de eliminarlos una vez
dentro de los autofagolisosomas (Alzheimer).!® Mutaciones en el gen de la presenilina 1,
son la causa de algunos de los casos de Alzheimer hereditario de inicio temprano, aunque
corresponde a menos del 1% de los pacientes con esta enfermedad. Esta proteina es
necesaria para la acidificacion de los lisosomas, y por tanto, para la activacion de las
hidrolasas lisosomales."” El factor de riesgo genético predominante en los casos de
Alzheimer de inicio tardio es un alelo de APOE (una proteina neuronal transportadora de
colesterol) que codifica para una variante de la proteina (ApoE4) la cual desestabiliza las
membranas lisosomales.?? Existen otros factores que conttibuyen a la patogénesis de esta
enfermedad como son la acumulacién del péptido B-amiloide y la oxidacion de lipidos y
lipoproteinas que pueden dar lugar a necrosis y apoptosis de células neuronales.?! La gran
importancia de la funcién lisosomal en los trastornos neurodegenerativos también es
visible en los afectados por enfermedades lisosomales, ya que todos ellos presentan

diferentes grados de neurodegeneracion. Por lo tanto, existen las suficientes evidencias que
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respaldan un papel patogénico del deterioro de la autofagia en vatrias enfermedades
neurodegenerativas importantes. Ademas se ha podido comprobar que la induccion
quimica de autofagia desempefia un papel positivo importante en etapas tempranas de estas
enfermedades,? permitiendo la eliminacion de agregados de a-sinucleina en Parkinson® y
de proteinas mutantes con extensiones ricas en poliglutamina en enfermos de
Huntington.?* Todos estos resultados previos proporcionan una justificacién importante
para estudiar los mecanismos que regulan este proceso y desarrollar nuevas terapias

destinadas a modular la autofagia.

3.2.- Infeccion, inflamacioén e inmunidad

La autofagia tiene funciones importantes en la regulaciéon de la inmunidad. Entre sus
papeles destacan la eliminacién directa de microorganismos, el control de la inflamacién,
el control de respuestas inmunes adaptativas a través de la regulacién de la presentacion

de antigenos y la secrecién de mediadores inmunes.?

El control de la inflamacién se realiza través de interacciones con el sistema inmune innato,
eliminando agonistas end6genos del inflaimasoma o modulando la secrecién de mediadores
inmunes. También puede aumentar la presentacién de antigenos citoplasmaticos a través
del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II y contribuir a la homeostasis de las
células T. El papel de la autofagia en la deteccion y eliminacién de patégenos contribuye a
la inmunidad antibacteriana al regular la respuesta inmune inflamatoria encaminando a los
microorganismos intracelulares hacia la degradacién lisosomal.?6?” Muchos patégenos han
desarrollado mecanismos de supervivencia para evadir la autofagia. Legionella pneumophila,
patégeno intracelular que puede causar una neumontia grave en los seres humanos, utiliza
la proteina Rav’Z para procesar las proteinas lipidadas LC3/GABARAP. RavZ hidroliza el
enlace Phe(fenilalanina)-Gly(glicina)-PE del extremo C-terminal, liberando Gly-PE. La
deslipidacion de las proteinas y la imposibilidad de volver a ser modificadas desactiva el

proceso de manera irreversible.?8

3.3.- Enfermedades metabdlicas

La autofagia degrada y recicla una gran variedad de sustancias como proteinas, lipidos,
carbohidratos, aminoacidos o acidos grasos, todo ello para generar los metabolitos
esenciales necesatios para el mantenimiento de la viabilidad celular en el corazén, musculo
esquelético, tejido adiposo y células B pancredticas. Ademds, este proceso es de vital
importancia para la degradacién de lipidos acumulados en los llamados /Zpid droplets,

compartimentos intracelulares que contienen triglicéridos y ésteres de colesterol. Esta
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funciéon podria tener importantes implicaciones en enfermedades que cursan con
acumulacién de lipidos, como el sindrome metabdlico.?® La disfuncién de la autofagia
también se ha relacionado con enfermedades como la diabetes y la obesidad, ya que este
mecanismo es necesatio para el mantenimiento de la estructura, la masa y la funcién de las
células B pancreaticas.® Dietas hipetrcaléricas o con elevada presencia de grasas causan un
aumento de autofagia como mecanismo de defensa para evitar la apoptosis y la aparicién
de resistencia a la insulina. Asi pues, la modulacién de los niveles de autofagia podtia ser
una alternativa para prevenir la progresion de la diabetes, el sindrome metabdlico o evitar

complicaciones en personas obesas.

3.4.- Envejecimiento

La restriccion calérica proporciona un aumento de la longevidad en diversos organismos
tales como levaduras, gusanos, ratas y ratones’' y este aumento de longevidad estarfa
directamente relacionado con la induccién de autofagia.?? Por tanto, este proceso parece
jugar un papel importante en la prevencion del envejecimiento. Existen evidencias de ello
en varias especies como es el caso de Drosgphila melanogaster,® en el que se ha observado
que la sobreexpresion de genes implicados en autofagia retarda la acumulacién de neuronas
dafadas. Ademas, en un estudio con ratones se observé un aumento de la esperanza de
vida tras un tratamiento con el inhibidor de mTOR rapamicina.?3 Resultados similares
fueron obtenidos tras tratamientos con espermidina y resveratrol.36:37 Aunque su capacidad
para inducir autofagia es conocida, ain existe controversia sobre si estos compuestos

pueden también actuar a través de mecanismos alternativos.

3.5.- Cancer

En el afio 2030, segun datos de la Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer
(TARC, del inglés “International Agency for Research on Cancer”) perteneciente a la
Organizacion Mundial de la Salud, esta enfermedad podtia ser la principal causa de muerte
en el mundo con més de 20 millones de diagnésticos anuales.®® En los ultimos afios, ha
habido un progreso significativo en la comprensién de esta enfermedad incluyendo la
identificaciéon de nuevos factores de riesgo, marcadores, tratamientos y diagnosticos

tempranos en ciertos tipos de cancer, logrando avances importantes en la reduccion de la

mortalidad.39:40

La asociacion entre cancer y autofagia es compleja, ya que este mecanismo puede
desempefiar diferentes funciones en diferentes etapas de la enfermedad.*! En las etapas

tempranas de la formacién del tumor, la autofagia parece tener una funcién protectora
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actuando como una via apoptética alternativa.*? Sin embargo, durante la quimioterapia y
radioterapia, las células tumorales utilizan la autofagia como mecanismo de proteccioén para
prevenir la muerte celular, adquiriendo resistencia al tratamiento y facilitando su
supervivencia. Este mecanismo les permite superar el estrés metabolico producido por la
falta de nutrientes, factores de crecimiento y la privacién de oxigeno y mantener la

supervivencia de las células tumorales en dichos entornos.®

De acuerdo también con estos datos, estudios preliminares han demostrado que la
inhibicién de la autofagia puede mejorar la eficacia antitumoral de diferentes agentes
quimioterapéuticos.*+* Los primeros datos in vivo que corroboraron esta afirmacion
fueron estudios realizados en un modelo de ratén que presentaba un linfoma inducido por
la proteina Myc. El tratamiento de los ratones con cloroquina (CQ), que inhibe la autofagia
a través del bloqueo de la funcién lisosomal, mejor6 la activacién de la proteina p53
(supresora de tumores) o el efecto de agentes alquilantes, induciendo la regresion
tumoral.*¢ Posteriormente, se demostré en otros modelos animales que la inhibicién de la
autofagia con 3-metiladenina (3-MA), CQ o hidroxicloroquina (HCQ) mejora la
quimiosensibilidad y regresion del tumor y provoca la muerte de las células tumorales.+7-48
Entre los inhibidores de autofagia mas utilizados en tratamientos combinados se
encuentran la CQ y la HCQ, ya que son medicamentos cominmente utilizados para el
tratamiento de la malaria o trastornos autoinmunes y cuya tolerancia y toxicidad estan bien
establecidas. Estos compuestos atraviesan la barrera hematoencefalica y se prefiere la
administraciéon de la HCQ debido a la elevada toxicidad retiniana observada con CQ.#
Actualmente, se estin realizando varios ensayos clinicos que se encuentran en fase I1/11
evaluando en varios tipos de tumores la combinaciéon de CQ y HCQ con farmacos
citotoxicos (Tabla 2). Hay que destacar también que en algunos casos, como los
carcinomas hepatocelulares, se han observado efectos positivos tras la induccion, en lugar
de la inhibicién, de autofagia mediante tratamientos combinados con el inhibidor de

mTOR Sirolimus.5°
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Tipo de tumor Fase Combinacion terapéutica Referencia
Neoplasma sélido 1 HCQ + Sunitinib NCT00813423
Tumor sélido I HCQ + Vorinostat NCT01023737
Cancer avanzado I HCQ + Sirolimus o Vorinostat ~ NCT01266057
Cancer avanzado I HCQ + MK-2206 NCT01480154
Cancer de mama
positivo en receptor I HCQ NCT02414776
estrégeno
Adenocarcinoma 1y HCQ + Gemcitabine NCT01506973
avanzado
C’arcmoma de /1 HCQ + IL-2 NCT01550367
células renales
Cancer colorrectal I/11 HCQ + Vorinostat NCT02316340
; ) HCQ +
Cancer de pulmoén I/11 CamdilfireCnbaki NCT02722369
Cancer de pancreas I/11 HCQ + Gemcitabine NCT01128296
Cancer de mama I/11 HCQ + Ixabepilone NCT00765765
Cancer de pancreas 11 HCQ + Capecitabine NCT01494155
+
Cancer de pancreas 1 HCQ + Abraxaney NCT01978184
Gemcitabine
Adenocarcinoma de
pancreas I HCQ NCT01273805
metastasico
Cancer de prostata 1I HCQ NCT00726596
A(’ienocarcmoma de I HCQ+ Gem.c1tab1ne, nap- NCT01978184
pancreas resectable paclitazel

Tabla 2. Estudios clinicos en curso evaluando el uso de inhibidores de autofagia en el tratamiento
del cancer.30:57

Debido ala accién general de la HCQ sobre la accion lisosomal, las empresas farmacéuticas
interesadas buscaron alternativas a este medicamento. Pfizer y Sanofi (SAR405)
desarrollaron inhibidores de la quinasa Vps34 y Millenium Pharmaceuticals inhibidores de
Atg7 (mas informacion en el apartado 4.2. Inhibidores de autofagia).>! Pero los resultados
no fueron tan buenos como los esperados y hacia 2015 la industria pareci6 descartar esta
linea de investigaciéon.’? Sin embargo estudios recientes han forzado un replanteamiento
de esta estrategia considerada anteriormente como fallida. As{ pues, la combinacién de
inhibidores de autofagia con bloqueadores de la cascada de MAPK, combinacién que no
habfa sido estudiada anteriormente, han dado resultados muy esperanzadores en canceres
dependientes del oncogén Ras.35%5 La base del éxito estarfa en que los tumores
compensan la inhibicién de proteina quinasas activadas por mitégenos MAPK ( del inglés
“Mitogen-Activated Protein Kinases”) con una incremento de la actividad autofagica, y

por este motivo un tratamiento dual es, en estos casos particulares, de gran efectividad.
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Ademas, parece que las células que se encuentran alrededor del tumor también utilizan el
aumento de autofagia para bloquear la actividad antitumoral de las células T mas proximas
y escapat del efecto del sistema inmune. Por estos motivos, es muy importante utilizar los
modelos adecuados de la enfermedad (pacientes vs lineas celulares) para obtener resultados
globales y fiables. Todos estos nuevos resultados han dado un espaldarazo muy importante

a esta estrategia terapéutica.

4.- Moduladores quimicos de autofagia

Como resultado de la importancia de la via de sefalizaciéon de mTOR en la regulacion
negativa de la autofagia, la mayoria de los inductores de autofagia conocidos actian
bloqueando miembros de esta cascada de sefializacion. Ademas, también se han descrito
otros inductores de autofagia que actdan disminuyendo los niveles de InsP3 o
disminuyendo el contenido de calcio citosélico. En lo que se refiere a inhibidores de
autofagia, tal como ya se ha comentado, los mas utilizados son los que directa o
indirectamente bloquean la funcién lisosomal. También se han descrito algunos
inhibidores dirigidos a quinasas (ULK, PI3K, Vps34) o a algunas de las proteinas Atg.
Hasta el dia de hoy, diferentes compuestos han sido patentados y descritos en la literatura
como moduladores de la autofagia con potencial actividad terapéutica.*>>% Ademds, se
conoce que varios medicamentos aprobados por la FDA para otras indicaciones
terapéuticas inducen o inhiben la autofagia, y su uso como moduladores de autofagia esta

también en estudio (Tabla 3).>8
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Principio Activo
Temozolomide
Rapamicina (y
rapalogos)
Metformina
Gefinitib
Bortezomib

Fenilbutirato de
sodio

Carbamazepina
Verapamilo
Rilmenidina

CQ, HCQ

Pantoprazol

Celecoxib

Tabla 3. Varios medicamentos representativos aprobados por la FDA que también muestran

Indicacion

Gliomas

Inmunosupresor,
prevencion de
rechazo en
trasplantes
Diabetes de tipo 2,
Cancer de pulmén
Mieloma multiple
Trastornos del ciclo
de la urea
Anticonvulsivo
dolor neuropatico
Arritmias y presion
arterial alta

Hipertension

Malaria, trastornos
autoinmunes,

Ulceras estomacales

Artritis reumatoide,
artrosis

actividad como moduladores de autofagia.

La autofagia es un proceso con multiples vias involucradas y los moduladores existentes
en la actualidad son poco especificos.” Por estos motivos, existe una gran demanda de
moduladores que sean moléculas de pequefio tamafio, especificas, potentes y que puedan
ayudar a descifrar los mecanismos moleculares que regulan este proceso asi como tener
potencial interés terapéutico.?’? En los ultimos afios la investigacion, tanto publica como
de ambito privado, han prestado un gran interés en el desarrollo de moduladores de
pequefio tamafio que induzcan o inhiban la autofagia celular. A continuacion, se van a

describir brevemente los moduladores de autofagia mas conocidos, indicando sus dianas

mayoritarias y sus posibles limitaciones.
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Mecanismo molecular
Inhibicion
Akt/mTORS

Inhibicion mTOR®S!

Activa AMPK¢2
Activa AMPK63
Activa AMPK
Activacion de
catepsinas D y B®

Reduce InsP3%¢

Disminucién de niveles
de Ca?* intracitosolico®’
Reduce los niveles de
cAMPo8
Inhibe la funcién
lisosomal®®
Inhibidor de bomba de
protones, aumento del
pH endosomal™
Inhibe la funcién
lisosomal’!

Efecto

Inductor

Inductor

Inductor
Inductor
Inductor

Inductor

Inductor

Inductor

Inductor

Inhibidor

Inhibidor

Inhibidor



4.1.- Inductores de autofagia

Inbibicion de mTOR o mTORCT. La inhibicién de la via de mTOR, actuando directamente
sobre la quinasa mTOR o sobre las quinasas posteriores como PI3K, AMPK o AKT, ha
sido ampliamente explorada para la busqueda de inductores de autofagia. La via de
sefializacion PI3K/AKT/mTOR afecta a diversas funciones celulares, incluida la
proliferacion, el crecimiento, la diferenciacién y la supervivencia, por lo tanto, estd
interconectada con una multitud de importantes sistemas reguladores. Los compuestos
mas representativos de esta clase son la Rapamicina y sus analogos (RADO001, CCI-779,
AP-23573, ABT-578) (Figura 11 y 12). La Rapamicina es un macroélido lipofilico aislado
de Streptomyces hygroscopicus que inhibe alostéricamente mTORC1.74 Actualmente se utiliza
como inmunosupresor y en la prevencion de rechazo en trasplantes. Posteriormente se
desarrollaron analogos sintéticos (rapalogos) con propiedades farmacocinéticas mejoradas.
Como estos derivados no son capaces de bloquear el circuito de retroalimentaciéon que
involucra AKT, presentan una eficiencia clinica insuficiente. Ademds se ha demostrado
que la Rapamicina no es un buen inductor de autofagia ya que sus efectos pueden ser muy

lentos, transitotios y especificos de cada tipo celular.”

Inbibidores duales de PI3K(I) y wTOR. La similitud en los dominios cataliticos de mTOR y
PI3K ha facilitado la busqueda de inhibidores capaces de bloquear simultineamente los
sitios de unién de ATP de ambas quinasas, evitando asf la activacion alternativa de AKT.
Ademis, como la ruta PI3K/AKT tiene un papel crucial en el control del crecimiento y
proliferacion celular, estos inhibidores tienen también un gran interés para el tratamiento
del cancer. PI-103 fue el primer compuesto descrito de este tipo de inhibidores duales
(Figuras 11 y 12). Presenta una potente actividad antiproliferativa y es un importante
inductor de autofagia.”®’” Posteriormente se han desarrollado derivados de este compuesto
con propiedades farmacocinéticas mejoradas entre los cuales destaca GDC-09807% y

BEZ235 que se encuentra actualmente en estudios clinicos de fase II” (Figuras 11 y 12).
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Figura 11. Algunos de los inductores (azul) e inhibidores (verde) descritos y sus dianas conocidas.

Inbibidores Pan-mTOR. La segunda generacion de inhibidores mTOR son mas potentes y
selectivos y se dirigen al sitio de union de ATP de ambos complejos mTORCI y
mTORC2.3 El interés actual de estos inhibidores se centra principalmente en el
tratamiento del cancer, pero su uso como inductores de la autofagia en el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas estd aumentado. Sin embargo, la via de sefializacién
mTOR también regula otros procesos celulares y su inhibiciéon puede causar efectos
secundarios importantes en el organismo. Ejemplos de este tipo de inhibidores son PP242
y su analogo PP30, torin®! y torin2, un anilogo mds hidrosoluble, con mayor tiempo de

vida media y disponibilidad oral mejorada (Figura 11).

Inbibidores de AKT. Ejemplos de esta clase de inhibidores incluyen perifosina (Figura 11 y

12) aunque estudios adicionales demuestran que su efecto inhibitorio puede verse ayudado
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por la degradacién de los componentes principales del complejo mTOR,% MG-2477% y
por ultimo 10-NCP.34

Activadores de AMPK. Los activadores de la proteina quinasa activada por Adenosina
monofosfato (AMPK) inducen la autofagia bien dirigiéndose a mTORC1 o mediante
fosforilacién directa de ULK.% Ejemplos de esta clase de inductores de autofagia incluyen
la metformina (Figura 11 y 12),62 firmaco para el tratamiento de la diabetes, rottlerin 8
un inhibidor de la proteina quinasa C delta y niclosamida que actia como protonoéforo y

posee un efecto selectivo hacia mTORC1.87

Los sistemas mejor caracterizados para inducir la autofagia son aquellos que dependen de
la via de sefalizacién de mTOR. Sin embargo, en los dltimos afios se esta investigando su
induccién a través de otras vias que no dependen de esta via de regulacién, puesto que
mTOR esta implicada en otros procesos celulares como son el crecimiento celular, la
sintesis proteica, la biogénesis del ribosoma o el metabolismo de nutrientes. Existen
también inductores que afectan vias independientes. El litio, el acido valproico y la
carbamazepina actian a través de la reducciéon de los niveles de InsP3 mientras
verapamilo, loperamida, nimodipina, nitrendipino y amiodarona bloquean lo canales
de Ca?* evitando la activacion de las calpainas (Figuras 11 y 12).67 También se han descrito
inductores que actian especificamente sobre la autofagia mediada por chaperonas. Tras
observar que la sefializacion a través del receptor de acido retinoico (RAR«) inhibe CMA,
se plante6 la sintesis de derivados del 4cido #rans retinoico para bloquear este efecto y

provocar por tanto una inducciéon de CMA.
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Figura 12. Inductores de autofagia que actian inhibiendo la via de sefializacién mTOR (Rapamicina,
PI-103, GDC-0980, Metformina, Perifosina) y vias de sefializacién independientes de mTOR
(Carbamazepina, Nimodipina, Acido valproico).
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4.2.- Inhibidores de autofagia

ILa mayoria de los inhibidores existentes actian de manera no especifica sobre la funcion
lisosomal o en la etapa de fusiéon con el autofagosoma. Poco a poco, se esta profundizando
mas en este campo y estudios recientes han permitido el disefio y la identificacion de

inhibidores selectivos que se dirigen a dianas proteicas determinadas.

Inbibidores de PI3K. Las quinasas PI3K son las encargadas de sintetizar PtdIns3P,
imprescindible para la formacién inicial del fag6foro. Por lo tanto, los inhibidores de PI3K
actuan como inhibidores de autofagia. La familia PI3K esta formada por tres isoformas
(tipo I, IT y IIT). Mientras las quinasas de clase I inhiben la autofagia, las de clase III inducen
este proceso. De manera que los inhibidores de las quinasas de clase I son inductores de
autofagia, mientras que los inhibidores de las quinasas de clase III causan la inhibicién de
este proceso. Ejemplos de esta clase de compuestos son 3-metiladenina (3-MA) (Figura
11 y 13), wortmannin y LY294002% (Figura 11). Aunque estos compuestos han sido
ampliamente utilizados en investigacién basica, no tienen mucha proyeccién como agentes
terapéuticos. La 3-MA por ejemplo se usa a elevadas concentraciones y wortmannin y
LY294002 no han progresado en ensayos clinicos debido a su elevada toxicidad y a sus
pobres propiedades farmacocinéticas. Ademas, tienen actividad contra la clase I y la clase
11T de PI3K, por lo que sus efectos sobre la autofagia pueden ser dificiles de interpretar,®
y debido a la similitud entre PI3K y mTOR, también pueden inhibir la via de sefalizacién

de mTOR dando lugar a resultados confusos o inesperados.?

Moduladores de 1'ps34. En células eucariotas existe solo una PI3K de clase III, llamada
Vps(vacuolar protein sorting)34 (Figura 11).°1 Vps34 puede formar diferentes complejos.
El complejo I contiene Vps34, Vps15, beclin 1 y Atgl4L y es esencial en el inicio de la
formacion del fagéforo, mientras el complejo II, que incluye UVRAG en lugar de Atgl4L,
participa en endocitosis y en la fusién de autofagosomas con lisosomas.”? Por estos
motivos, Vps34 es considerado una de las dianas mas atractivas en estos momentos, ya
que en las células que carecen de Vps34 no se observa formacién de autofagosomas
causada por falta de nutrientes.”! Hay que tener en cuenta que debido al papel que Vps34
juega en la regulacion del trafico endocitico, los inhibidores de esta proteina pueden tener
efectos secundarios independientes de su funcién en el bloqueo de la autofagia. Unos de
los primeros inhibidores identificados para Vps34 fueron KU-55933 (Figura 13) y
G66976.” Mas tarde se describié Spautin-1, que inhibe las peptidasas especificas de
ubiquitina USP10 y USP13 encargadas de deubiquitinilar beclin 1, promoviendo asi la

degradacion del complejo Vps34.94 Posteriormente, la obtencion de la estructura cristalina
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de rayos X de la proteina ha permitido el disefio de inhibidotes especificos como PIK-
93, VPS34-IN1% (Figura 13) o SAR405.97 VPS34-IN1 ha demostrado permeabilidad
celular y cierta selectividad para Vps34. Después del andlisis de 340 quinasas y 25 quinasas
lipidicas, se observé que ninguna de ellas es inhibida a concentraciones de 1 M, mientras
la ICso observada para Vps34 es de 25 nM. Parecida potencia y selectividad fueron
observadas para SAR405, que interacciona con el sitio de unién a ATP. Ademas, el
tratamiento conjunto de SAR405 con everolimus tiene una potente actividad
antiproliferativa en células tumorales renales. Mas recientemente, ensayos fenotipicos han
permitido la identificacién de autofinib,’® que representa un nuevo quimiotipo de

inhibidores de Vps34 y ademas no presenta actividad para otras quinasas lipidicas.
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Figura 13. Estructura de algunos de los inhibidores de autofagia descritos.

Inbibidores de ULKT (Une-51 like autophagy activating kinase): ULK1 desempefia un papel clave
en las etapas iniciales de la autofagia y parece estar involucrado también en la regulacion
de la proliferacion.”10010L102 Esta quinasa posee cuatro ortélogos en humanos (ULK1,
ULK2, ULK3, ULK4) siendo ULKI1 la mas estudiada en relaciéon a la maquinaria
autofdgica. Tras la falta de nutrientes o la inhibicién de mTOR, ULK1 fosforila beclin-1,
lo que aumenta la actividad de Atgl4L presente en el complejo I de Vps34. Por todos estos
motivos existe un gran interés en el desarrollo de inhibidores selectivos de esta quinasa.
En el afio 2015, el grupo de K.M Shokat, resolvié la estructura de ULK1 junto con la
identificacién de inhibidores de esta quinasa.!'”® Otros inhibidores descritos incluyen
SBI10206965 (Figura 13),1%* y MRT68921.195 En estudios combinados con cisplatino y

SBI0206965 se observa un aumento de la sensibilidad al cisplatino provocado por
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inhibicién de autofagia. Estos resultados indican que ULK1 podtia ser una diana potencial
para revertir la resistencia al cisplatino en ciertos tipos de tumores. Hay que tener en cuenta
que todos estos inhibidores presentan baja especificidad, inhibiendo casi el 50% de todas
las quinasas estudiadas, por lo que puede ser necesario el desarrollo de nuevas moléculas

mas especificas.

Inbibidores de la funcion lisosomal. 1as disfunciones lisosomales se asocian con diversas
enfermedades relacionadas con la autofagia. El dltimo paso en la autofagia es la fusion del
autofagosoma con el lisosoma liberando en su interior el material a degradar por las
hidrolasas lisosomales (Figura 11). El lisosoma es un organulo celular que participa en una
secuencia de funciones bioldgicas, incluida la degradacién de proteinas, la transduccién de
sefiales celulares y la homeostasis metabdlica.!% De ahf que la funcién lisosomal tenga un
papel importante no solo en este mecanismo de reciclaje sino también para el

funcionamiento global de la célula.

La caracteristica fundamental del lisosoma es su ambiente altamente acido (pH=4.5-5.0),
lo que proporciona las condiciones adecuadas para que las enzimas hidroliticas lisosomales
realicen su funcién catalitica y digieran el contenido citosélico. El pH acido lisosomal se
genera mediante la bomba de protones H*/-ATPasa (V-ATPasa). La inhibicién de esta
bomba de protones provoca la neutralizaciéon del pH, bloqueando la funcién de los
enzimas lisosomales y por tanto, bloqueando el mecanismo de autofagia.!?” Ejemplos de
esta clase de inhibidores son los antibidticos macrélidos Bafilomicina Al% o

Concanamicina.

Otra manera de neutralizar el pH lisosomal es a través de agentes lisosomotropicos
lipéfilos o anfifilicos. Son bases débiles que pueden estar parcialmente desprotonadas a
pH fisiolégico siendo mas facil su penetracién celular, de manera que atraviesan la
membrana lisosomal y se protonan en el interior de las vesiculas acidas. Esto provoca el
aumento del pH lisosomal e inhibe la actividad de los enzimas hidroliticos, inhibiendo asi
indirectamente la autofagia.!” Los ejemplos mas destacados de esta clase de inhibidores
incluyen los anteriormente mencionados CQ, HCQ (Figura 13) y propilamina. A pesar de
algunos efectos secundarios, fueron los primeros inhibidores de autofagia empleados en
ensayos clinicos. Actualmente CQ y HCQ, compuestos aprobados por la FDA para el
tratamiento de la malaria, estan siendo evaluados junto con agentes quimioterapéuticos en
ensayos clinicos de fase II con el fin de explorar su efecto como coadyuvante en la terapia

contra el cancer (Tabla 2). Recientemente, se ha explorado la sintesis de una librerfa de 60
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compuestos derivados de CQ.!"0 Tras examinar su efectos sobre la inhibicién de la
autofagia, VATG-027!"" y VAT G-032 resultaron mas eficaces y potentes que la CQ. Otro
agente aprobado por la FDA como compuesto antimalarico es la mefloquina,'!? que
ademds de inactivar la funcién lisosomal en células de cancer de mama, presenta una
potencia mejorada in vitro respecto a la CQ). Posteriormente se desarrollé el compuesto
ROC-325 (Figura 13),!'3 derivado de HCQ que inhibe la autofagia en dosis mas bajas,
induciendo la acumulacién en los autofagosomas con carga no degradada y muestra una
actividad anticancerigena como agente unico significativamente superior a HCQ contra
una amplia gama de tumores. Esta clase de inhibidores de autofagia se consideran
inhibidores no especificos puesto que cualquier inhibiciéon de la funciéon lisosomal puede
afectar a otros procesos celulares. Por lo tanto, se debe tener un especial cuidado a la hora

de emplear esta clase de agentes terapéuticos.!!*

Otras dianas estan también implicadas en la fusién del autofagosoma con el lisosoma. Este
es el caso de la GTPasa Rab7!!5 y las proteinas de membrana asociadas a los lisosomas
LAMP-1 y LAMP-2. Sin embargo, la funcién exacta de estas proteinas todavia es
desconocida y por este motivo no se han desarrollado inhibidores especificos de estas

proteinas.

En los ultimos afios se ha avanzado mucho en la identificacién y desarrollo de compuestos
que inducen o inhiben la autofagia. Existen inhibidores de autofagia ya aprobados en su
uso en humanos, como por ejemplo es el caso de la CQ y la HCQ con los cuales se estin
haciendo ensayos clinicos en combinacién con otros farmacos citotéxicos para el
tratamiento de tumores. Actualmente, esta metodologfa de combinacion sinérgica es una
buena estrategia para el descubrimiento de terapias mas efectivas. A pesar de estos avances,
existe ain una gran demanda de modulates de autofagia que sean mds potentes y
especificos. Este tipo de moléculas permitira mejorar la comprensiéon de como funcionan
las cascadas de sefializacién y los mecanismos moleculares que controlan y regulan la
autofagia. Ademds, la mayorifa de los compuestos descritos en la actualidad presentan baja
potencia y pobre farmacologfa. En el caso de los inhibidores de la funcién lisosomal se
observan multiples efectos toxicos pleiotrépicos. El desarrollo de nuevos inhibidores
permitirfa encontrar dianas terapéuticas interesantes y desarrollar nuevos agentes

terapéuticos especificos y por lo tanto con menores efectos secundarios
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5.- Atg4B, diana terapéutica de la autofagia

Como se ha descrito en el apartado anterior, la identificacion y bloqueo de dianas
especificas para la autofagia es un area de investigaciéon emergente. Hasta el momento, el
interés se ha centrado en algunos miembros de la familia de PI3K (Vps34), en la quinasa
ULK1 y en la inhibicién de la funcién lisosomal. Se han puesto también muchas esperanzas
en las proteinas Atg responsables de los mecanismos moleculares de la autofagia, aunque

trabajos recientes sugieren su implicacién en otros procesos celulares.!3116

Tal como se ha mencionado anteriormente, la elongacién del autofagosoma requiere la
actividad de dos vias de conjugacion que utiliza enzimas parecidos a los responsables de la
ubiquitinacién de proteinas. En primer lugar, Atg7 y Atgl0 actian respectivamente como
enzima de tipo E1 y E2 para unir Atg5 a Atgl2 a través de un enlace glicil-lisina. Este
complejo Atg5/Atgl2 actia postetiormente como una enzima E3 y une LC3-1 a una
molécula de fosfatidiletanolamina. En este dltimo paso también estan involucradas Atg7 y
Atg3 que actian como enzimas de tipo E1 y E2 y la cisteina proteasa Atg4 que genera
LC3-I a partir de prolLC3. Todas estas proteinas han sido consideradas dianas potenciales

de interés para la modulacion de la autofagia (Figura 14).
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Figura 14. El alargamiento autofagosémico requiere la sintesis de la proteina lipidada LC3-II
mediante dos sistemas de conjugaciones tipo ubiquitina.

Algunas aproximaciones para inhibir alguna de estas proteinas se basan en el bloqueo de
interacciones proteina-proteina. Por ejemplo, la actividad de Atg8 (homodlogo de las
subfamilias LC3/GABARAP en mamiferos) es crucial para la supetvivencia de Plasmodium
Jfaleiparum, el parasito responsable de la malaria. La inhibicién mediante moléculas pequefias
de la interaccién no covalente entre Atg8 y Atg3 impide la lipidacién de Atg8 y disminuye
la infeccién del parasito.!'” Diferencias existentes entre las estructuras humanas y del
parésito podrian permitir en este caso cierta especificidad.!'® A pesar de estos resultados
preliminares, el bloqueo de interacciones proteina-proteina sigue siendo un campo dificil,
debido a la gran superficie que hay que bloquear mediante moléculas de pequefio tamafio.

Recientemente, se ha descrito que la oxidacion de Atg3 y Atg7 impide la lipidacién de LC3,
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sugiriendo que el desarrollo de terapias destinadas a bloquear la cisteina catalitica de estas

dos proteinas puede contribuir a bloquear autofagia celular.!’®

A pesar de estos resultados preliminares destinados al bloqueo de Atg3 y Atg7, la proteina
mas explorada para el bloqueo de la autofagia es seguramente Atg4, la proteasa responsable
de la escisién de prol.C3 para formar LLC3-1 y de la posterior deslipidacién de LC3-II,
asociada a la membrana del autofagosoma, para reciclarla en forma de la proteina citosélica

LC3-1.

A diferencia de las levaduras, las cuales Gnicamente poseen los genes ATG4 y ATGS, en
mamiferos existe la presencia de cuatro genes homologos ATG4 (ATG4A, ATG4B,
ATGA4C y ATG4D)!?y siete genes ATG8 homdlogos organizados en dos subfamilias (tres
isoformas de LC3A/B/C, y las isoformas GABARAP, GABARAPL1 vy
GABARAPL2/GATE-16).12! Parece ser que las isoformas de Atg8 presentan diferentes
funciones. Asi{ pues, mientras LC3B participa en la elongacién de la membrana del
fagéforo, la subfamilia GABARAP estarfa mds implicada en la maduracién del
autofagosoma.'?? En lo que se refiere a la cisteina proteasa, AtgdB es la mas activa
proteoliticamente y tiene un espectro mas amplio de especificidad hacia los sustratos, ya
que puede escindir tanto a LC3 como a la subfamilia GABARAP. La inhibicién quimica o
genética de Atg4B conlleva a defectos importantes en la lipidacion de esta familia de
proteinas y en el proceso de autofagia,'?>12# ¢ inhibe el crecimiento del tumor en células
cancerosas.'?>120 Por ello, Atg4B puede ser considerada como una diana interesante para

la identificacién de moduladores especificos de autofagia.
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5.1.- Inhibidores de Atg4B

En los dltimos afios, se han descrito una serie de inhibidores con actividad sobre Atg4B.
Estos compuestos son moléculas de pequefio tamafio e incluyen entre otros inhibidores
covalentes (haloalquilcetonas basadas en la estructura del sustrato como la Z-I-
fenilclorometilcetona o FMK-9a)127.128 y estructuras polifendlicas (201508)'?° o el acido
aurintricarboxilico!® (Figura 15). El compuesto NSC185058 fue identificado tras realizar
un cribado virtual centrado en un sitio alostérico de Atg4B!3! y un reciente estudio de
reposicionamiento ha determinado la actividad inhibitoria del farmaco antifingico
tioconazol.'?> Ademas, recientemente se han descrito otros inhibidores de AtgdB como
la benzotropolona UAMC-2526,'33 la quinolina LV-320!3 y §-130'3> (Figura 15). Sin
embargo, aunque existen algunos inhibidores de interesante estructura, la mayorfa de estos
compuestos son identificados como inhibidores promiscuos que carecen de las
propiedades farmacoldgicas necesarias para su optimizaciéon. Por tanto, existe una
necesidad de identificar nuevas estructuras capaces de inhibir esta proteasa. Este tipo de
inhibidores podtian ser una herramienta muy interesante para determinar la funciéon de
Atg4B en la regulacion de la autofagia, asi como suponer una nueva estrategia terapéutica

para el tratamiento de enfermedades.
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Figura 15. Estructura de los inhibidores de Atg4B conocidos en la actualidad. [Compuesto (ICs)]
1502245'2 (3.0 uM), NSC185058'3!1 (51 uM), acido aurintricarboxilico’?® (1.3 uM), UAMC-
2526'33 (2.3 uM), FMK-9a'37 (0.36 uM), LV-320138 (24.5 uM), S-13013> (3.24 uM).

75






OBJETIVOS







El primer capitulo de esta tesis se enmarca en un proyecto global llevado a cabo en el grupo
y cuyo objetivo general es la identificaciéon de inhibidores de autofagia centrados en la
cisteina proteasa Atg4B. En los dltimos afios se ha comprobado que niveles elevados o
deficientes de autofagia estian directamente relacionados con varias enfermedades vy, por
tanto, la modulacion de este mecanismo se ha convertido en una estrategia prometedora
para el tratamiento del cancer. Basandonos en estas consideraciones, se han planteado los

siguientes objetivos especificos:

= Establecer un ensayo de cribado de alto rendimiento (HTS) para la deteccion de
inhibidores de Atg4B.

=  Elanalisis estructural y computacional mediante estudios de dinamica molecular
de la proteina y el establecimiento de los requisitos para actuar e interaccionar
con LC3.

= Realizar un cribado virtual de alto rendimiento (HTVS) empleando una biblioteca
perteneciente al repositorio abierto del Instituto Nacional del Cancer con la
finalidad de identificar potenciales inhibidores de Atg4B.

= Disefio y sintesis de pequefias bibliotecas de andlogos obteniendo inhibidores
potentes y selectivos basados en los compuestos activos identificados.

= Evaluaciéon del efecto de los inhibidores de Atg4B sintetizados en cultivos de

lineas celulares tumorales.

En este capitulo se mencionaran brevemente los estudios realizados para establecer un
ensayo de tipo HTS, asi como el analisis estructural y computacional de las proteinas L.C3
y Atgd4B y se explicaran con mads detalle los objetivos en los que he trabajado mas

intensamente.
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1.- Desarrollo de un ensayo de cribado de alto rendimiento para la
deteccion de inhibidores de Atg4B

El principal objetivo de este capitulo es demostrar que la modulacién quimica de la cisteina
proteasa Atg4B puede dar lugar a la inhibicién selectiva de la autofagia y asi servir de base
para futuras intervenciones farmacoldgicas para el tratamiento del cancer. Tal y como se
ha comentado en la introduccion, el mal funcionamiento de la autofagia contribuye a la
patogénesis de una variedad de enfermedades incluyendo infecciones virales, bacterianas
o parasitarias, cancer y trastornos neurodegenerativos, entre otros. Nuestra comprension
del papel que juega la autofagia en el desarrollo de estas enfermedades esta limitada por la

falta de moduladores especificos y potentes.

En los dltimos afios se han desarrollado diferentes métodos para la determinacion de la
actividad de Atg4B. En todos los casos es necesario emplear como sustratos proteinas de
longitud completa, ya que sino la proteasa no actia de manera eficiente!3613%140 o presenta
valores moderados de Kin.!3 Uno de los primeros métodos descritos se basaba en la
cuantificacién de la actividad de la cisteina proteasa mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato (SDS-PAGE) utilizando como sustrato una proteina de
fusion, la LC3B-glutatiéon S-transferasa (LC3B-GST). El tanto por ciento de LC3B-GST
no escindida se utiliza como una medida de actividad de Atg4B.13%140 Posteriormente se
desarroll6 un ensayo indirecto que utiliza una proteina de fusién (LC3B-PLA;) como
sustrato. Tras la escision catalizada por AtgdB, se libera fosfolipasa A» (PLA) y su
actividad, medida con un ensayo fluorogénico, se utiliza como método indirecto para
determinar la actividad de Atg4B.'#! Estos dos ensayos han permitido la identificacion de
inhibidores de la enzima pero tienen ciertas limitaciones. El primero de ellos no es
adecuado para ensayos HTS y el segundo requiere identificar y descartar aquellos
compuestos que inhiben directamente la PLA;. Otro de los ensayos que se desarrollaron
se basaba en la transferencia de energfa de resonancia Forster (FRET, del inglés
Foster/Fluorescence Resonance Energy Transfer)!3142 donde el sustrato LC3B es
expresado como proteina de fusion (YFP-LC3B-EmGFP) presentando una proteina verde
fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés green fluorescent protein) en un extremo y una
proteina fluorescente amarilla (YEFP, yellow fluorescent protein) en el otro. Esta técnica se
basa en la transferencia de energfa entre cromoéforos o fluoréforos. Si el espectro de
emisioén del donador y de excitacion del aceptor se superponen se produce la transferencia
de energia que permite la emision de energfa del aceptor. Asi pues, si el sustrato se mantiene

intacto se produce transferencia de la energia y, por lo tanto sefial. En cambio, si el sustrato
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es escindido se pierde la sefial. En este ensayo se necesita mucho menos sustrato que en el
basado en SDS-PAGE, ofrece respuestas cuantitativas dependiente del tiempo y la dosis,
el uso de la proteina completa como sustrato asegura la maxima especificidad y es adecuado
para el cribado de alto rendimiento. Sin embargo, se observd que presentaba una
superposicion significativa de los espectros de emision del donante y del aceptor pudiendo
dar lugar a falsos negativos. Finalmente, se ha descrito un ensayo basado en la tecnologia
FRET resuelta en el tiempo (TR-FRET, del inglés “time-resolved fluorescence resonance
energy transfer”) empleando una proteina GABARAPL2/GATE-16 doblemente
etiquetada. Esta técnica emplea complejos de lantanidos como fluoréforos (Eu’t, Th?*),
ya que debido a sus largos tiempos de emisién (de microsegundos a milisegundos),
permiten una medida retardada de fluorescencia evitando asi la interferencia de
componentes del ensayo o de los mismos compuestos a ensayar. En este caso, el uso de
LLC3B tuvo que ser descartado porque no podia ser procesada de manera eficiente en las
mismas condiciones que GABARAPL2/GATE-16 (Atg4B escindié el 90% de
GABARAPL2 y unicamente el 10% de LC3B en el mismo tiempo de reaccion).!¥’

Por tanto, en los dltimos afios se han puesto a punto diferentes protocolos expetimentales
para la deteccién de la inhibicién/actividad enzimética de la cisteina proteasa Atg4B.
Algunos de ellos no son aptos para cribados de alto rendimiento y otros presentan
importantes limitaciones. As{ pues, el primer objetivo que se plante6 fue el establecimiento
de un ensayo de actividad para Atg4B. Este trabajo se realizé en colaboracién con otro
miembro del grupo de investigacioén, Mireia Quintana. Tal como se muestra con detalle en
su Tesis doctoral se prepar6 una proteina LC3B doblemente etiquetada (Figura 16).14> En
el extremo amino terminal la protefna presentaba una cola de histidinas (His)s que codifica
para seis residuos de histidina, mientras que en el extremo carboxilo terminal se incorpord
una molécula de biotina. I.a modificacion selectiva se llevé a cabo mediante la introduccion
de un residuo de cisteina en la leucina 123 por medio de mutagénesis dirigida, seguida de
una reacciéon de acoplamiento con una maleimida funcionalizada. El protocolo para la
sintesis y purificacién de la proteina doblemente marcada puede verse en la figura 16. La
identidad y pureza de la proteina modificada se evaluaron mediante electroforesis en gel
(SDS-PAGE) y analisis por espectrometria de masas (MALDI-TOF, del inglés “Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionization-Time Of-Flight”).
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Figura 16. A) Se prepar6é una proteina LC3B mutada mediante introduccién por mutagénesis
dirigida de un residuo de cisteina en la leucina 123 (L123C). La proteina resultante se trat6 con una
biotina que contiene un grupo maleimida para generar la proteina doblemente marcada (N-(His)s-
LC3B(1L123C)Biotina). B) Determinacién de la pureza e identidad de la proteina por MALDI-TOF.
En un primer momento se exploré un ensayo de tipo TR-FRET pero al no observarse
sefial de transferencia de la energfa se utiliz6 el mismo sustrato para desarrollar un ensayo
de cribado de alto rendimiento basado en la tecnologia AlphaScreen. Esta técnica
proporciona un método facil y robusto para determinar el efecto de los compuestos en las
interacciones y actividades biomoleculares. En esta metodologia se emplean unas perlas
dadoras y aceptoras recubiertas con una capa de hidrogel que contiene grupos funcionales
para su correspondiente derivatizacién. Cuando las moléculas interaccionan
biolégicamente y las perlas dadoras y aceptoras se encuentran a cierta proximidad, se
desencadena una cascada de reacciones quimicas dando lugar a una sefial amplificada
(Figura 17). Brevemente, después de la excitacién con un laser a 680 nm, una molécula
fotosensibilizadora en las perlas del donante convierte el oxigeno ambiental en oxigeno
singlete. Estas moléculas, difunden y viajan hacia las perlas aceptoras (a una distancia
maxima de 200 nm) reaccionando con una molécula quimioluminiscente presente en las
mismas y emitiendo luz a una longitud de onda entre 520-620 nm. En ausencia de una
interaccién especifica, la distancia entre las perlas del donante y aceptor es mayor, por lo
que se produce una pérdida de la sefial. Esta metodologia se ha empleado en ensayos
enzimaticos, de interaccién (ligando/receptor, proteina/proteina, proteina/ADN) entre

otros.
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Figura 17. A) Ensayo basado en la tecnologia AlphaScreen. B) Curva de valoracion de N-(His)g-
LC3B(1.123C) Biotina tratada con concentraciones crecientes de Atg4B. C) Representacion de la
variabilidad y el rango entre el control positivo (mdxima sefial) y el control negativo (minima sefial)
que permite el calculo del factor Z a partir de la férmula (Z= 1 - (36 muestra + 30 del
control)/ | media de la muestra — media del control |; o desviacion estindar).

Algunas de las ventajas que presenta dicha metodologfa son las siguientes. La técnica
presenta una gran sensibilidad y la longitud de onda de excitacion larga de 680 nm
combinada con una longitud de onda de emisién corta (520-620 nm) reduce la interferencia
entre ambas y genera muy poco ruido de fondo. Ademas, debido a la elevada concentracién
de moléculas fotosensibilizadoras, cada perla dadora puede generar hasta 60.000 especies
de oxigeno singlete por segundo, se produce una gran amplificacién de la sefial
permitiendo el uso de pequefios volumenes y detectando interacciones a nivel femtomolar.
Igualmente, es un ensayo homogéneo, ya que no requiere de varios pasos o lavados en su
procedimiento, miniaturizable y adaptable a formatos de placas de 96, 384 y 1536
pocillos, altamente versatil, ofreciendo la posibilidad de analizar muchas interacciones

biolégicas y es capaz de detectar un amplio rango de interacciones con afinidades desde

subnM hasta el rango pM.

Para reconocer el sustrato doblemente marcado se utilizaron perlas dadoras recubiertas de
estreptavidina y perlas aceptoras cubiertas de un quelato metalico de niquel y acido

nitrilotriacético (Ni?*-NTA). Si la proteina sustrato estd intacta, las dos petlas se
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encuentran proximas en el espacio dando lugar a una sefial elevada mientras que la escision
catalizada por Atg4B en la glicina 120 de la proteina marcada produciria un aumento entre
la distancia de los dos marcadores causando una disminucién de la sefial, que podria ser

evitada por la presencia de inhibidores de la cisteina proteasa (Figura 17A).

En primer lugar se comprobé que la proteina doblemente marcada era sustrato del enzima
y luego se exploraron las condiciones éptimas de ensayo. La estabilidad de la sefial se
investigé utilizando diferentes soluciones tampén, pH, concentracion de sales, contenido
en DMSO vy aditivos. A continuacién, el siguiente parametro a determinar fue la
concentracién de enzima necesatia para tener una sefial de ensayo robusta utilizando
concentraciones crecientes de enzima (Figura 17B). Se eligié como periodo de incubacién
30 min a 37 °C porque permite adaptar en un futuro el ensayo de grandes librerfas de
compuestos de manera rapida y a una concentraciéon de enzima que mostrara una sefial
~3-4 veces mayor que el ruido (los ensayos que se basan en disminucién de la sefial
requieren la utilizacién de concentraciones suficientemente elevadas de enzima para
asegurar una buena ventana de deteccién).!*14> Con las condiciones de ensayo optimizadas
(tampon Hepes 25 mM pH 8, que contiene NaCl a 150 mM, Tritén X-100, 0.1 % BSA
(del inglés “Bovine Serum Albumin”), 1 % glicerol y 1mM de TCEP) se obtiene una buena
estabilidad y consistencia en el ensayo con una factor Z“de 0.52 (Figura 17C). El factor Z,
conocido comunmente como Z’, es un parametro estadistico utilizado para valorar la
calidad global de un ensayo de tipo HTS. Fue desarrollado por Zhang y Oldenburg en
1999 y considera los factores que afectan tanto al rango dindmico como la variacién en las
determinaciones obtenidas para un grupo de controles tanto positivos como negativos.!46
De manera general, un valor ideal de Z’ estarfa cercano a 1. Valores entre 0.5-1 se
consideran de elevada calidad, mientras que valores <0.5 se consideran de calidad buena o
moderada. Un valor <0 indica que el ensayo no puede ser usado para HTS. Ademas, con
la intencién de validar el ensayo puesto a punto se utilizaron inhibidores conocidos como
control positivo. Se observé una inhibicion dosis-dependiente con la  Z-1-
fenilclorometilcetona con una ICso of 38 uM, validando su uso para la deteccién de
inhibidores. El ensayo que se ha descrito en esta seccion, fue el que se estableci6 para la

busqueda de inhibidores de Atg4B.
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2.- Analisis estructural computacional

Actualmente en la literatura se encuentran descritas varias estructuras de rayos X de la
enzima humana Atg4B.146147.148 En general, la estructura tridimensional de la proteina se
compone de un I6bulo izquierdo denominado “dominio de proteasa” y un pequefio l6bulo
derecho llamado “dominio auxiliar” (Figura 18). Mientras que la estructura del dominio de
proteasa coincide con la de la superfamilia de cisteina proteasas de la papaina, el dominio

auxiliar contiene una estructura inica con una funcién ain desconocida.l46

Dominio Proteasa  Dominio Auxiliar

Figura 18. A) Estructura tridimensional esquematica de Atg4B (estructura cerrada). Los cédigos de
color son: bucle regulador, rojo y triptéfano 142 (W142), naranja. El bucle regulador y W142
enmascaran la entrada al centro activo de la cisteina catalitica 74 (Cys74). La estructura se compone
de un lébulo izquierdo (dominio de proteasa) y un pequefio 16bulo derecho (dominio auxiliar). B)
Complejo AtgdB-L.C3 (estructura abierta). Los codigos de color son: sustrato LLC3 natural, azul;
fenilalanina 119 (F119) del sustrato L.C3, azul. Cuando L.C3 se une a la cisteina proteasa Atg4B, la
cadena lateral de W142 se reemplaza por F119 de LC3. El bucle regulador y la cadena lateral de
W142 experimentan un cambio conformacional formando un surco a lo largo del cual la cola de .C3
accede a la Cys74.

Las estructuras de rayos X muestran la existencia de dos poblaciones diferentes de la
enzima: una forma cerrada en la cual ningln sustrato se encuentra unido al sitio activo,
permaneciendo este enmascarado por un bucle regulador (residuos 258-263) junto con el
residuo de triptéfano 142 (Trp, W), y la forma abierta generada por la unién del sustrato
LC3 al centro activo provocando un cambio conformacional. En la base de datos de
proteinas (PDB, del inglés Protein Data Bank) la estructura PDB 2CY7!48 representa a la
forma cerrada de la Atg4B y la estructura PDB 2Z7ZP'¥, que representa el complejo LC3
con un mutante inactivo de Atg4 (C74S) corresponde a la forma abierta (Figura 18B). El
cambio de conformacion del bucle regulador que se produce tras la unién del sustrato es
responsable de la especificidad de Atg4B frente a la secuencia fenilalanina (Phe, F) - glicina

(Gly, G), que es distinta a la secuencia Gly-Gly presente entre los modificadores de tipo

ubiquitina.'® Asi pues, al unirse LC3 a AtgdB la F119 reemplaza al W142 y fuerza la

88



abertura del bucle regulador formando una pequefia cavidad en la entrada del centro activo
en la que solo cabe un residuo de glicina. I.a presencia de la regién C-terminal no es
suficiente para abrir el bucle regulador sino que es necesaria la interaccion de toda la
proteina LLC3 con Atg4B, lo que explica las bajas afinidades observadas con sustratos
peptidicos. Ademas, la unién de LLC3 al sitio activo produce cambios conformacionales
adicionales en la estructura de Atg4B. En particular, la cola N-terminal muestra un cambio
en la conformacion abierta respecto a la conformacion cerrada. Este extremo N-terminal
se encuentra ubicado a la salida del centro activo en la forma abierta, y cuando se forma el
complejo con L.C3 se mueve separandose del nucleo de la proteina. Ademas, la cola situada
en el extremo C-terminal también se desplaza de su ubicacion tras la formacién del

complejo (Figura 19A,B).147

Figura 19. (A) Estructura cristalina de Atg4B libre (PDB 2CY7) y (B) complejo LC3-Atg4B C74S

(PDB 2Z7P), donde se muestra la cola N-terminal (residuos 5-26) en rojo, la cola C-terminal (355-
377) en amarillo (A), el bucle regulador (258-263) en cian, el sustrato LLC3 en naranja (B) y la cisteina
catalitica (C74, A) o la serina introducida por mutagénesis (S74, B) con dtomos de carbono verdes.
(C) Vista detallada del centro activo de Atg4B en la forma cerrada, donde se muestra la distancia de
los atomos Ca de los residuos W142 y P260. (D) Vista detallada del centro activo del complejo LC3-
Atg4B C74S. Representacion superficial de AtgdB en 2CY7 (E) y 2ZZP (F) muestra la regién cercana
alos residuos D278 y H280, donde se resalta con esferas blancas el sitio potencial de unién al ligando
presente solo en la forma cerrada. La coloracion de las superficies es la misma que en las imagenes
A-B.
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Los siguientes apartados (andlisis estructural computacional y HTVS) fueron realizados en
colaboracién con Jordi Bujons, IQAC-CSIC. Con la intencién de obtener informacién
acerca de la movilidad conformacional de Atgd4B y determinar si la forma abierta de la
proteina solamente estd accesible cuando el sustrato LLC3 esta unido, se llevaron a cabo
estudios de dinamica molecular sobre las formas abierta y cerrada de la estructura de
Atg4B. Con este proposito y dado el alto nimero de residuos no resueltos en las estructuras
cristalinas de la proteina, se obtuvo un modelo de la forma cerrada de la base de datos

ModBase de los  modelos  comparativos  de  estructura  proteica,'>’

(https://modbase.compbio.ucsf.edu/modbase-cgi/index.cgi) que contiene la estructura
completa de los residuos 5-377 y la denominamos “2CY7_full” ya que estaba basada en la
estructura 2CY7. Ademas, basandonos en dicho modelo 2CY7_full y en la estructura
cristalina 2Z7P, también construimos un modelo estructural de la secuencia completa
Atg4B C74S entre los residuos 6-354 unidos a .C3, que llamamos “2ZZP_full”. Por tanto,
estos dos modelos fueron sometidos a dinamica molecular (500 ns) en presencia de
disolvente. Los resultados de las simulaciones mostraron que mientras el complejo LC3-
Atg4B es mayoritariamente estable a lo largo de toda la simulacién, es decir, el sustrato
LC3 y el bucle regulador permanecen en su lugar, en ausencia de sustrato la estructura del
Atg4B fluctda entre dos conformaciones correspondientes a los estados cerrado y abierto

de la proteina (Figura 20).
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Figura 20. Resultados de las simulaciones de dinamica molecular: Dependencia en el tiempo de la
distancia entre los atomos de Ca de los residuos W142 y P260 de Atg4B de las simulaciones de (A)
2CY7_full y (B) 2ZZP_full.

Este hecho queda claro al analizar la distancia entre los atomos de C, de los residuos W142
y P260 de Atg4B, que en la forma cerrada interactdan y fijan la conformacion del bucle
regulador, cuya distancia entre C,42-C,20 es aproximadamente de 6.6 A, mientras en la
forma abierta la distancia aumenta a aproximadamente 13 A (Figura 19C-D). En la
simulacién de “2ZZP_full” esta distancia permanece esencialmente imperturbable y
cercana a 13 A durante toda la simulacién, mientras que para “2CY7-full” esa distancia
permanece cercana a 7 A durante los 180 ns iniciales, pero luego aumenta a
aproximadamente a 13 A y permanece asi durante el resto de la simulacién. Estos
resultados sugieren que no se requiere la presencia del sustrato LC3 para alcanzar la forma
abierta de Atg4B, y que los ligandos potenciales podrian unirse al sitio activo de la proteasa,
interfiriendo directamente con la unién del sustrato natural. También se estudié un sitio
alternativo de unién situado cerca de los residuos D278 y H280 (Figura 19E-F), en la
interfaz entre la cola N-terminal y el nucleo de la forma cerrada de la proteina, como diana
para identificar compuestos que podrian bloquear Atgd4B en su forma cerrada inactiva.
Este sitio de unién ya habfa sido anteriormente propuesto para la identificacién de

inhibidores de Atg4B. De hecho, el compuesto NSC185058 mencionado en la

introduccion surgié después del cribado virtual de una librerfa de compuestos dirigida a

91



este sitio de unién.!3! Este sitio se muestra en la figura 19E y los resultados de dinamica
molecular muestran que, aunque se presenten pequefios cambios en la forma cerrada, esta
regién perdura durante toda la simulacién (Figura 21A). Por el contrario, la unién de LC3
induce un cambio en la conformacion de la cola N-terminal que elimina este sitio (Figura
21B) y no se restaura durante la simulacion. Por lo tanto, se eligié la estructura Atg4B de
“27ZP_full” para identificar ligandos que podtian unirse al sitio activo, mientras que la
estructura “2CY7_full” fue seleccionada para identificar ligandos que podtian dirigirse al

segundo sitio alternativo.

A

Figura 21. Instantdneas a intervalos de 50 ns de simulaciones de dindmica molecular de los sistemas
(A) 2CY7_full y (B) 2ZZP_full, que muestran la cola N- terminal (residuos 5-26) en rojo, la cola C-
terminal (355-377) en amatrillo (A), el bucle regulador (258-263) en cian, el gran bucle sin resolucién
cristalografica entre los residuos 187-217 en magenta, el sustrato LC3 en naranja (B) y la cisteina
catalitica (C74, A) o la serina introducida mediante una mutacién (S74, B) con atomos de C verdes.
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3.- Cribado Virtual de Alto Rendimiento (HTVS)

El cribado virtual (VS) de bibliotecas de compuestos quimicos es una técnica
computacional utilizada en el descubrimiento de fairmacos para la bisqueda de nuevos
candidatos. Esta técnica identifica, a partir de una gran biblioteca de compuestos virtuales,
potenciales compuestos activos con las propiedades adecuadas para unirse a una proteina
diana. Es una herramienta muy util y facilita un filtrado inicial para decidir que compuestos
van a ser testados experimentalmente, lo que acelera el proceso y rebaja significativamente

su coste.

Las técnicas de VS se pueden dividir en dos categorias: cribado virtual basado en
estructuras (SBVS, structure-based virtual screening) y cribado virtual basado en el ligando
(LBVS, ligand-based virtual screening). El SBVS requiere de la estructura tridimensional
de la diana terapéutica, bien obtenida por métodos experimentales (cristalografia de rayos
X 0o RMN) o bien a través de la construccion de modelos moleculares, y utiliza la estructura
del receptor para explorar el espacio quimico identificando ligandos en bases de datos de
compuestos. En cambio, el LBVS se basa en el analisis y comparaciéon de propiedades
moleculares y datos de afinidad de ligandos conocidos, sin tener en cuenta la estructura de
dicho receptor y asumiendo que las moléculas estructuralmente relacionadas deberfan
mostrar actividades biolégicas similares. Ambos métodos han sido utilizados en el

descubrimiento de nuevos farmacos candidatos para dianas terapéuticas.

El cribado virtual basado en el docking molecular es una de las aproximaciones mas
utilizadas. Existen varios programas de docking para estimar la fortaleza de la unién entre
un ligando y una diana, tanto comerciales (LigandFit,'3! Glide,'”> GOLD!3) como de
origen académico (Autodock Vina,'* rDock,!> LeDock!*%), todos con sus ventajas y
limitaciones. Estos programas proporcionan una prediccién del modo de unién (binding
pose) asi como de su afinidad (score). La puntuacién (score) de cualquier softwatre de
acoplamiento utiliza ecuaciones para calcular las interacciones de unién. Después de la
suma de estas interacciones se obtienen puntuaciones para cada posicién del ligando en el
receptor. Estas puntuaciones varfan segin el campo de fuerza que utiliza el software para
calcular las interacciones. En el caso de Autodock Vina, el campo de fuerza empleado es
AMBER, mientras que para Glide es OPLS. La diferencia entre ambos es que los calculos
son mas sofisticados en Glide, puesto que posee caracteristicas avanzadas para el calculo
de la interaccién m-1n, la interaccién n-catioén y la planaridad del anillo aromatico entre otras.
Otra decision importante al realizar un cribado virtual es la seleccién de la quimioteca

virtual, que debe presentar gran diversidad estructural y cobertura del espacio quimico.
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Ademids las librerfas pueden proceder de proveedores comerciales (Bioscreen®,
ChemBridge®, eMolecules) o ser de origen publico (ZINC, PubChem, ChemSpider, NCI
Open DataBase (NCIOD), ChemBD).!>” Estas bases de datos pueden incluir farmacos
conocidos, carbohidratos, compuestos sintéticos, de origen natural, fragmentos, etc. Su
composiciéon puede ir desde varios cientos de miles (NCIOD, WOMBAT) a varios
millones (ZINC, ChemSpider). Pueden contener informacién de actividad biologica
(WOMBAT, ChemB]I) y pueden ser publicas pero formadas por compuestos de origen
comercial (ZINC) o proporcionar compuestos de manera gratuita (NCIOD). Las
bibliotecas comerciales presentan una mayor variabilidad en su estructura y tienen una
pureza garantizada aunque a un coste mds elevado, mientras que las bibliotecas publicas
son en algunos casos meros catdlogos de productos comerciales o repositorios de

compuestos sin garantizar su pureza o identidad.

Asi pues, una vez identificadas los dos modelos basados en las estructuras cristalinas para
la cisteina proteasa Atg4B humana,'#6147:148 se utiliz6 una técnica de SBVS aplicada a la
base de datos del Instituto Nacional de Cancer (NCI, National Cancer Institute)
perteneciente al National Institute of Health (NIH) estadounidense, usando como dianas
las estructuras 2CY7_full (forma cerrada) y 2ZZP_full (forma abierta). Esta base de datos
contiene aproximadamente 265.000 estructuras generalmente disponibles de forma
gratuita, con informacién sobre su estructura 3D vy algunas propiedades ADME
(Absorcién, Distribucién, Metabolismo, Excrecién). Después de un filtrado inicial para
eliminar aquellos compuestos con propiedades no deseadas, se realizé una expansioén
estructural para generar diferentes tautémeros, protémeros y analogos conformacionales
obteniéndose 395712 estructuras que fueron estudiadas mediante HT'VS dirigiéndose a las
dos estructuras de Atg4B disponibles, 2CY7_full y 2ZZP_full. En cada caso se utilizaron
dos softwares de acoplamiento o docking diferentes Glide!3%15%160 y Autodock Vina,
obteniéndose 4 listas de potenciales inhibidores de Atg4B: Glide VS 2CY7; Glide VS
27.7P, Vina VS 2CY7 y Vina VS 2ZZP (Figura 22).
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Figura 22. Embudo de seleccién en la identificacion de los ligandos para cada una de las estructuras
de Atg4B empleando el método de acoplamiento Glide.

A partir de los compuestos ordenados segun la puntuacién (score) obtenida en cada
aproximacion, se descartaron aquellos potencialmente reactivos o con propiedades
indeseadas (PAINS). Se conocen como PAINS (Pan-assay interference compounds) a ese
tipo de moléculas que por la presencia de grupos reactivos u otras funcionalidades
indeseables pueden interferir con las técnicas de deteccion y dar lugar a falsos positivos en
ensayos biol6gicos. 91102 Estas moléculas pueden enmascatar la sefial formando agregados,
interaccionando de manera inespecifica con proteinas o bien interfiriendo en el ensayo.
Generalmente, en el cribado de una biblioteca académica, entre el 5 y el 12 % de sus
miembros pueden ser considerados PAINS.'? Algunos de estos compuestos presentan
toxicéforos (grupos nitro, anilina, hidantoina, peréxido de haluro de alquilo y carbazida)
que estan asociados con toxicidad celular ya sea de manera directa o por medio de
activacion metabolica. Pueden también incluir grupos funcionales electrofilicos como
aldehidos o epoxidos, o secuestrar iones metalicos que son esenciales para la funcién de
una proteina. En algunos casos, pueden ser compuestos fluorescentes o altamente
coloreados que dan sefales positivas incluso en ausencia de proteina o alterar
quimicamente las protefnas sin interactuar en su sitio de unién. Los PAINS abarcan mas

de 400 clases estructurales, pero més de la mitad de estos pertenecen a 16 categorfas
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facilmente reconocibles.!62163 A continuacion se muestran las estructuras mas comunes de

este tipo de compuestos de interferencia (Tabla 4).
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Tabla 4. Ejemplos de compuestos de interferencia (PAINS).
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La tabla 5 muestra asimismo algunas de las estructuras provenientes del cribado virtual que
se descartaron debido a su probable actuacién como PAINS.!* Incluye ejemplos como
NSC67813 o NSC73257 formados respectivamente por una estructura de cromona o
cetona o,f-insaturada susceptibles a ataque nucleofilicos!®? y NSC706029, con una
estructura de 5-alquenilimidazolin-4-ona, es un posible aceptor de Michael. NSC16842,
con una estructura de perilendiimida, tiene propiedades como colorantes. Ademas, su
estructura plana hace que actiien como intercaladores de ADN y facilita su autoensamblaje
mediante interacciones de tipo stacking. Las divinilcetonas y ciertos indoles como los
presentes en NSC16842 han demostrado actuar de manera inespecifica en algunos

ensayos.!0?

METODO COMPUESTO ESTRUCTURA
YQ
. NSC67813 HO
Glide 2CY7 (score: -7.597) O | OH
HO o]
OH O
NSC73257 i OH
(score:-9.192) O O
Glide 2ZZP 7
S NH
N -
NSC706029 “N =

| HN-N )
(score:-10.238) \>—©—N
H Y

atadal
Vina 2CY7 NSC16842 HN Q NH

(score:-10.000)

NSC174506 o

Vina 22ZP (score:-8.9000) O AN Q

Tabla 5. Ejemplos de compuestos descartados tras el HTVS. Incluye agentes alquilantes, aceptores
de Michael o moléculas que por su estructura pueden formar agregados, pueden provocar la
precipitacién de la proteina (coloides) o perturbar el ensayo (compuestos con color o fluorescentes).
Asi pues, una vez descartados los posibles PAINS y los compuestos que aun formando

parte de la base de datos no estaban disponibles pata ser distribuidos, se seleccionaron 250

moléculas (156 identificados utilizando el software Glide, 81 dirigidos a 2CY7_full y 75 a
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277P_full, y 94 seleccionados mediante Autodock Vina, de los cuales 41 iban dirigidos a
2CY7_full y 53 frente a 2Z7ZP_full), que fueron solicitados al NCI a razén de 40
compuestos/mes (http://dtp.nci.nih.gov/RequestCompounds/) (Tablas S1, S2, S3 y S4

de los Anexos).

4.- Cribado Biologico

Una vez obtenidos los 250 compuestos solicitados al NCI, se estudio su actividad biologica
con el ensayo de tipo HTS puesto a punto previamente (Figura 17). De los candidatos
seleccionados utilizando el método Glide, entre los 81 compuestos dirigidos al sitio
alternativo de unién, unicamente un compuesto (INSC43949) mostré mas del 50% de
inhibicién, mientras que de entre los 75 compuestos dirigidos al sitio activo de la cisteina
proteasa Atg4B, 3 compuestos (NSC83713, NSC126353 y NSC116384) disminuyeron la
actividad enzimatica mas del 40%. Por otro lado, empleando el método Autodock Vina,
de los 53 compuestos dirigidos al sitio activo de la estructura de Atg4B abierta, sélo 2
compuestos presentaron mas de un 40% de inhibicién (INSC631817 y NSC322341) y de
los 41 compuestos dirigidos a la estructura cerrada, ninguno de ellos presentd actividad

(Figura 23, 24, Tabla 6 y Figura S1 y S2 de Anexos).
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8 NSC631817
5C43949
o]  Nsciiessa NSC322341$

Compuestos evaluados

Figura 23. Representacion del porcentaje de la actividad enzimatica determinada en presencia de los
compuestos evaluados. Cada uno de los puntos representa un compuesto evaluado en duplicado a
una concentracion de 200 pM. Los moléculas seleccionadas fueron las que mostraron una inhibicién
superior al 40% (o una actividad enzimatica de la proteina <60%0)

Los indices de éxito de cribados virtuales, entendidos como la proporciéon de compuestos
con actividad biolégica entre el total de compuestos ensayados, se encuentran entre el 0.5
al 20% (en contraposicion con los indices de éxitos observados en HTS de tipo aleatorio
que se encuentran entre el 0.1 y el 0.5%). En este caso, se identificaron 6 moléculas activas,

de un total de 250 evaluados, que mostraron una inhibicion >40%, estableciéndose un

indice de éxito del 2.4%. Hay que tener en cuenta que este indice de éxito sélo tiene en
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cuenta las moléculas obtenidas frente las evaluadas, descartando asi esas no disponibles o
descartadas, por lo que no puede ser considerado un indice de éxito global del método

descrito.
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Figura 24. Estructuras de los compuestos identificados como inhibidores de Atg4B.

Glide VS 2CY7 81 3 - NSC43949
. NSC83713

Glide VS 2ZZP 75 7 NSC126353 NSC116384

Vina VS 2CY7 41 5 - -

Vina VS 2Z7ZP 53 7 NSC631817 INSC322341

Tabla 6. Los compuestos fueron clasificados segin el software utilizado y el potencial sitio de unién.
Tras su evaluacién como inhibidores de Atg4B en el ensayo de tipo HTS puesto a punto, se
dividieron en tres categorfas segin la actividad enzimatica observada < 40%, entre el 40 y el 60% y
entre el 60 y el 85%. De los compuestos menos activos se proporciona el nimero de integrantes de
cada categorfa, mientras que en las otras filas se indica el nombre de los compuestos identificados y
su estructura en la figura adjunta. El porcentaje de actividad enzimatica fue determinado a una
concentracion de 200 uM.



Si se estudia el modo de unién tanto de los mejores compuestos sugeridos por los métodos
Glide y Vina (Figura 25), como los finalmente identificados de manera experimental
(Figura 20), se observa que entre los compuestos seleccionados por el método Glide, los
mejores compuestos dirigidos al centro activo de Atg4B se estabilizaban principalmente
mediante interacciones hidrofébicas e interacciones de apilamiento con el residuo W142
(Figura 25A, 26A, 26B). Este residuo se ha demostrado que es crucial para la actividad de
Atg4B, ya que actiia como una pinza que mantiene en su lugar los residuos F119 y G120
del sustrato natural LC3 antes de la escisién del péptido.'#” Por otro lado, cabe resaltar que
las caracteristicas comunes de los compuestos dirigidos al segundo sitio de interaccién
fueron las siguientes: la presencia de al menos de un grupo catiénico (es decir, una amina
protonada) que podria establecer interacciones electrostaticas con el residuo D278 de
Atg4B y una estructura extendida que permitié ocupar el espacio relativamente estrecho
entre la interfaz entre la cola N-terminal y el nicleo de Atg4B, interactuando asi

hidrofébicamente con residuos como 111, A14 y F16 (Figura 25B).

Por otro lado, el cribado virtual realizado con Autodock Vina dio lugar a resultados
similares, tal como ilustran los paneles C y D de la figura 25 y figura 26, que muestran los
modos de unién determinados para los compuestos con mejor “score” para los dos lugares
de unién considerados. Como anteriormente, la unién de los compuestos NSC241470,
NSC322341 y NSC631817 al centro activo de Atg4B estd estabilizada fundamentalmente
por interacciones hidrofébicas y de apilamiento n con el residuo W142, mientras que el
compuesto NSC71204, dirigido contra el segundo lugar de unién, presenta un estructura
extendida con tres anillos de benceno, que establecen interacciones hidrofébicas y de
apilamiento con residuos tales como A14, Y276 o H280, y dos residuos de imidazolina en
los extremos que pueden encontrarse protonados y establecer asi interacciones

electrostaticas con residuos como E17.
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Figura 25. Modos de unién para los mejores candidatos obtenidos por HTVS con Glide (A, B) y
con Autodock-Vina (C, D) frente al centro activo de Atg4B en 2ZZP_full (A: NSC349155, Glide
score -11.65; C: NSC241470, Vina score -10.2) y frente al segundo lugar de unién presente en
2CY7_full (B: NSC86286, Glide score -10.47; D: NSC71204, Vina score -9.7). Los ligandos se
muestran con atomos de carbono de color amarillo, los residuos de Atgd4B con dtomos de carbono
de color verde, el bucle regulador en cian y la cola N-terminal en rojo. Las interacciones se muestran
con lineas discontinuas: enlaces de hidrégeno en azul, interacciones hidrofébicas en verde, puentes
salinos en magenta, e interacciones de apilamiento @ en naranja. Las estructuras de los compuestos
se encuentran en el anexo adjunto.
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Figura 26. Modos de unién determinados con Glide (A, B) o Autodock Vina (C, D) para los
compuestos (A) NSC126353 (Glide score -9.85), (B) NSC611216 (Glide score -10.50), (C)
NSC322341 (Vina score -8.6) y (D) NSC631817 (Vina score -8.5) en el centro activo de Atg4B
presente en la estructura 2ZZP_full. Los ligandos se muestran con atomos de carbono de color
amarillo, los residuos de Atg4B con atomos de carbono de color verde, y el bucle regulador en cian.
Las interacciones se muestran con lineas discontinuas: enlaces de hidrégeno en azul, interacciones
hidrofébicas en verde, e interacciones de apilamiento © en naranja.
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Tras calcular la relacién dosis-respuesta se establecié su concentracion inhibitoria media
(ICsp). Dichos compuestos presentaron una prometedora inhibicién de Atg4B con valores
de ICsp comprendidos entre 86 y 300 pM. Los petfiles inhibitorios de estos compuestos

con un efecto dependiente de la dosis se muestran en la figura 27.
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Figura 27. Curvas de concentracién dosis-respuesta de la actividad de Atg4B frente a la presencia
de diferentes concentraciones de NSC43949 (A), NSC116384 (B), NSC126353 (C), NSC322341
(D), NSC83713 (E) y NSC631817 (F). Los valores mostrados son medias de tres experimentos
realizados por duplicado.

La identidad y pureza de las muestras obtenidas del NCI fueron analizadas mediante
espectrometria de masas (EM). Significativamente, unicamente la masa del compuesto
NSC126353 (Figura 28C) coincide con la calculada segtn la estructura proporcionada por

el NCI. Ninguno de los analisis de masas obtenidos con los otros compuestos activos

coincide con la estructura proporcionada. En los otros casos se producen diferencias
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importantes. El ion molecular del pico principal del cromatograma de NSC43949 (Figura
28A) difiere en 10 Da respecto a la masa calculada segin la férmula molecular. Analisis
adicionales de protén a través de resonancia magnética nuclear ("H-RMN), tampoco

ayudaron a esclarecer la estructura de esta muestra obtenida.
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Figura 28. La pureza e identidad de los compuestos activos pertenecientes a la biblioteca NCI fueron
evaluadas mediante EM. A) NSC43949, B) NSC116384, C) NSC126353, D) NSC322341, E)
NSC83713, F) NSC631817.

En el caso de NSC116384 (Figura 28B), el ion molecular corresponderfa a la féormula
molecular Ci4H3CIN2O», una molécula que podria corresponder a la estructura
proporcionada por el NCI con un grupo CHz menos. Las masas calculadas a partir de la
férmula molecular proporcionada por el NCI tampoco coincidieron con los resultados
obtenidos tras el analisis de NSC631817, NSC322341 o NSC83713. Las diferencias fueron
significativas en el caso de los dos primeros mientras que en el Gltimo solo se observé una
diferencia de 2 Da entre la masa calculada y la obtenida. Los andlisis se hicieron en modo
positivo y negativo obteniendo resultados parecidos. Ademas, la actividad de los
compuestos se validé con un ensayo alternativo también puesto a punto en el grupo y
basado en la deteccion por EM del pentapéptido escindido tras la accién de AtgdB (Figura

29).
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Figura 29. N-(His)s-3C-Atg4B escinde la N-(His)s-proLC3B(1.123C) liberando el péptido C-
terminal esperado (MKCSV) con una masa molecular de 567.2643 Da (Figura 29C), con la
conversion simultanea de N-(His)s-proLL.C3B(IL123C) (masa calculada. para Cr02H11100201N200S6
[M+H]*: 15760 (Figura 29A) a N-(His)e-LLC3B-I (masa calculada para CesoH1070N194019554 [M+H]*:
15210 (Figura 29B). Los insertos muestran el espectro original de masa antes de la deconvolucién.
C) Cromatograma del ion extraido para el pentapéptido MKCSV (/3 567.2643).

5.- Sintesis y evaluacion de nuevos inhibidores de Atg4B

Para confirmar la actividad inhibitoria de los compuestos identificados, asf como confirmar
su identidad, se obtuvieron muestras de otras fuentes o bien las moléculas fueron
resintetizadas en el laboratorio. Por el momento se decidié descartar los compuestos
NSC83713, NSC322341, NSC631817 y centrar los esfuerzos en NSC43949, NSC126353
y NSC116384.

5.1.- Sintesis de la imina simétrica NSC43949

La imina simétrica NSC43949 fue identificada en el primer cribado realizado, aunque el
posterior analisis por EM y 'H-RMN indicaron que no se correspondia al producto
solicitado. Ademas, otras iminas simétricas presentes en la selecciéon de compuestos
realizada mediante el método Glide con la estructura 2CY7 también estaban incluidas en

el cribado y ninguna de ellas presentd ningun tipo de actividad inhibitoria (Figura 30). En

105



base a estos resultados lo mds l6gico serfa pensar que se trata de un falso positivo, pero

para comprobar este punto se plante6 la sintesis de NSC43949.

OH
H
H H
OH OH OH

NSC43949 NSC506351
OH
OH
OH
NSC51646 OH  Nsco1309
@\?N\/\O/\/O\/\N \N/\/O\/\O/\/N\Q\
OH NSC51654 NSC 51661 OH
OH
/N\/\S,S\/\N/
OH
NSC605767
OH
OH N/\/
A 78) @ Ol
HO
NSC725602 NSEe4369
N\/\/N\/\/\N ~o NN o~
H OH OH
NSC690022 NSC86286

Figura 30. Iminas simétricas seleccionadas al aplicar el software Glide con la estructura 2CY7.
Excepto NSC690022 y NSC506351, que ya se encontraban descatalogados al iniciar este trabajo, las
otras iminas fueron solicitadas al NCI y evaluadas.

Para la sintesis del compuesto NSC43949 se disolvieron 2 equivalentes (eq.) de aldehido
salicilico y 1 eq. de trietilentetramina en metanol y la mezcla resultante se calenté a reflujo
hasta la completa finalizacién de la reaccién comprobada por CCF (Cromatografia en Capa
Fina). Tras enfriar, se intenté infructuosamente recristalizar la mezcla a partir de éter
dietilico'® y al final se obtuvo el producto deseado tras purificacion por cromatografia en

columna.
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Figura 31. Sintesis de NSC43949.

Tras los analisis por EM y RMN, se determiné que el producto mayoritario era la bisimina
simétrica esperada, aunque parcialmente contaminada con la presencia de monoiminas y
la imina-aminal mixta formada debido a la presencia de 4 aminas potencialmente reactivas
(que corresponderia a la estructura de NSCB84389, figura 30), tal como se ha descrito
recientemente en la literatura.!® Se estudié su actividad frente la Atg4B sin obtener
inhibicién destacable en ningtin caso. Como se observé un 50% de inhibicién de la
actividad enzimatica tras el estudio de la muestra inicial de NSC43949, se intent6 elucidar
su estructura. Estudios preliminares por 'H-RMN indicaron la posible presencia de
aldehido salicilico y cadenas alifaticas, aunque la masa observada no se correspondia con
productos de hidrolisis patcial o total. Es por ello que en un futuro se pedira a la biblioteca
del NCI una mayor cantidad de compuesto con la finalidad de identificar el producto

responsable de la actividad observada.

5.2.- Derivados de NSC126353

El compuesto NSC126353, asequible comercialmente, fue comprado y reanalizado,
confirmando la actividad observada con la muestra obtenida en el NCI. La Dra. Julia
Comas prepar6 luego una pequefia librerfa de derivados de NSC126353 (Tabla 7).
Desafortunadamente, ninguno de los compuestos se puede considerar como inhibidores
de mayor potencia. Unicamente el compuesto 11 mostré una inhibicién moderada pero
con una disminucién de la actividad en comparacién con el compuesto NSC126353, por
lo que fue menos potente que el compuesto original. Estos resultados sugieren que el anillo

de indano es importante para la actividad.
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N N,NQ/R*
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Act.
R2 RS (O/Cot) ICso (M)

H
R3 N
H
Rl
NSC126353 O@X ; ; 55 20

Compuesto

(87-125)
1 H H 76 .
2 : CN H N.A. .
3 Cl Cl N.A. .
4 P 1 H H 74 =
5 H H 71 .
6 ©}{ CN H 78 ;
7 Cl Cl 70 .
8 N H H 93 .
| N
9 = Cl Cl 64 -
10 b H H 61 -
315
1 @X cl cl 51 29

Tabla 7. Actividades residuales (Act. %) de Atg4B comparando con el control sin la presencia de
inhibidor y valores de ICs de los compuestos mas activos. Los valores de actividades residuales
hacen referencia a valores medios de tres experimentos independientes realizados por duplicado. Los
valores de ICsp se calcularon a partir del ensayo AlphaScreen y fueron validados con el ensayo basado
en EM (intervalos de confianza 95%). N. A.: No activo.

5.3.- Derivados de NSC116384

Con la intencién de determinar la estructura correcta de NSC116384, se realizaron estudios
de elucidacién estructural mediante RMN (espectro COSY (COorrelation Spectroscopy)
homonuclear 2D H/H. Como se ha desctito anteriormente, el analisis por EM sugetia la
presencia de un compuesto que contenfa un CHz menos que la estructura proporcionada
por el NCI. Efectivamente, esta informacién, juntamente con los resultados obtenidos tras
los andlisis por RMN (Figura 32), sugerian que la estructura de NSC116384 se
corresponderia en realidad a una halohidrina como la presente en el analogo NSC611216,

también incluido en la seleccién de compuestos hecha con el software Glide y con un
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docking score incluso mejor (-10.496 vs -10.155) pero que no pudo ser obtenido para su
estudio al encontrarse ya descatalogado de la base de datos del NCI. Como siguiente paso
para confirmar su estructura se disefié una ruta sintética para obtener el compuesto

deseado.

"
13 | l
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Figura 32. Espectro COSY homononuclear 2D H/H del compuesto NSC116384.

) O
NH NH
9® « I
N Cl
OH OH
NSC116384 NSC611216

Figura 33. Tras el andlisis se observé que NSC116384 (-10.155) correspondia a la estructura
proporcionada por el NCI para NSC611216 (-10.496).
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5.3.1.- Sintesis de NSC611216 y su regioisémero

La estructura de tipo benzo|sdindol-2(1 H)-ona ha adquirido un gran interés en los tltimos
afios ya que los derivados 5,6-disustituidos han demostrado ser efectivos inhibidores de
timilidato sintasa!é” y los detivados de 5-sulfonamida benzo[ed)indol-2(1H)-ona han sido
descritos como inhibidotres de bromodominio BET'% e inhibidores fosfodiesterasa 2.16?
Sin embargo, los derivados de amino-benzo[¢d]indol-2(1H)-ona representan una nueva

clase de inhibidores sin ninguna actividad biolégica asociada.

Para obtener NSC611216 se utiliz6 un método descrito para la sintesis de esqueletos de
tipo benzo[cd|indol-2(1H)-ona. Se exploraron dos grupos protectores diferentes, 2,4-
dinitroclorobenceno (a) y el cloruro de p-toluensulfonilo (b) (Esquema 1). La primera via
de sintesis empieza con el anhidrido 3-nitro-1,8-naftalico que al tratarse con clorhidrato de
hidroxilamina da lugar a la correspondiente N-hidroxiftalimida con un rendimiento
cuantitativo. Posteriormente, la alquilacién con 2,4-dinitroclorobenceno en carbonato de
sodio acuoso proporcioné el compuesto 12.197 La transposicion de Lossen de imidato a la
lactama se realizé en dos pasos (Esquema 1). En un primer momento, el tratamiento con
una solucién de hidréxido sédico en etanol dio lugar al acido aminocarboxilico intermedio
que se convirtié en la lactama deseada tras el tratamiento con agua caliente acidificada a
pH 2-3. TFinalmente se obtuvo una mezcla de dificil separaciéon de 7- y 4-
nitrobenz[cd]indol-2-(1H)-ona (14 y 15) en una relacion 1:2 y con un rendimiento del 66%.
En la segunda via de sintesis, el anhidrido 3-nitro-1,8-naftalico se hizo reaccionar con
hidrocloruro de hidroxilamina y cloruro de p-toluensulfonilo en presencia de piridina para
producir el compuesto 13 que podria ser aislado facilmente mediante recristalizacion y con
excelentes rendimientos.!%® Tras este tratamiento, al igual que en el enfoque anterior, se
produjo la transposicion de Lossen en dos pasos. En este caso, la destilacién simultianea
del etanol facilit6 la formacion de un precipitado de facil separacion, dando lugar a los dos
regiosiomeros 14 y 15 también en una proporcién 1:2 pero con un rendimiento del 97%.
Asi pues, el rendimiento global obtenido utilizando la primera aproximacién!®’ fue del
50%, mientras tras las optimizaciones realizadas se evitaron pasos de sintesis, extracciones

con clorobenceno y se aumentd el rendimiento global al 97%.
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Esquema 1. Mecanismo de la transposicién de Lossen. DNCB: 2,4-dinitroclorobenceno, (2) p-TsCl:
cloruro de p-toluensulfonilo. Reactivos y condiciones: (a) NHOH-HCI, acetato de sodio, H2O,
80°C, 3 h, después NaxCO3, DNCB, reflujo, 2 h; (b) NHOH-HCI, piridina, reflujo, 1 h, después p-
TsCl, reflujo, 2 h. El mecanismo descrito hace referencia a la sintesis del derivado 15, mientras que
el compuesto 14 se obtendria al iniciarse la reaccién mediante el ataque al carbonilo 8.

Finalmente, la reduccién a las correspondientes anilinas fue llevada a cabo utilizando SnCl,
en acido clorhidrico. Seguidamente, la alquilaciéon de las anilinas se produjo mediante
reacciéon con (I)-epiclorohidrina. La amindlisis regioselectiva de epiclorohidrina para
obtener los PB-amino alcoholes se ha realizado utlizando un gran ndmero de
catalizadores.’" En este caso, al ser por lo general las aminas aromaticas poco nucledfilas,
la apertura del anillo del epéxido fue facilitada mediante la adicién de LiClO4!7! donde el
ion de litio se combina con el atomo de oxigeno del epéxido. La apertura del anillo es
completamente regioselectiva debido al ataque de la anilina a la posicién menos impedida
de la unidad de oxirano. La reaccién fue llevada a cabo a reflujo o mediada por irradiacién
por microondas. Finalmente, los $-amino alcoholes 4- (NSC611216) y 7-[(4-cloro-2-
hidroxibutil)amino]-benzo[¢d]indol-2-[1H]-ona (18) fueron obtenidos con rendimientos
moderados. De manera general se utilizaron 4 eq. de LiClO4y cantidades equimolares de
amina y ep6xido. Se evit6 el uso de un exceso de amina, lo que habtfa tenido un impacto

positivo en el rendimiento, debido a su costosa preparacion (Esquema 2).
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Esquema 2. Sintesis de NSC611216 y su regiosiémero 18. Reactivos y condiciones: (a) SnCly,
H>O/HCI, 50 °C, 4h; (b) (1)-epiclorhidrina, LiClO4, CH5CN, mw, 150 °C, 150 W, 60 min.

La caracterizacién de NSC611216 confirmé la identidad de la muestra obtenida como
NSC116384, asi como su actividad inhibidora. Significativamente, el regioisémero
minoritario 18, mostré una mayor actividad (Tabla 8). Esta diferente potencia podria ser
compatible con su modo de unién (Figura 34), ya que aunque tienen el sustituyente en
diferentes posiciones de la estructura. Los resultados del Induced Fit Docking sugieren
que 18 podria disponerse en el centro activo con una inversiéon de 180 grados en relacion
a NSC611216. Esto le permititfa mantener las interacciones principales de la estructura de

benzo|cdlindol-2(1H)-ona con el residuo W142 asi como los puentes de hidrégeno

establecidos por la amida endociclica.

P260

Figura 34. Mejores “poses” obtenidas mediante Induced Fit Docking de (A) NSC611216, (B) (S)-
18. Los ligandos se muestran con los dtomos de carbono en amarillo y los residuos de la proteina
con los atomos de carbono en verde. El bucle regulador se muestra en azul. Las interacciones se
muestran con lineas de puntos: enlaces de hidrégeno en azul, interacciones hidrofébicas en verde y
de apilamiento m en naranja. Modos de unién similares fueron observados para los enantiémeros
correspondientes.
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5.3.2.- Sintesis de analogos de NSC611216

Una vez obtenido NSC611216, se inici6 la sintesis de analogos con la finalidad de estudiar
su actividad inhibitoria frente a la cisteina proteasa Atg4B. Para ello en primer lugar, se
pensé en mantener la estructura basica benzo[ed]indol-2(1H)-ona y cambiar la posicion del
grupo amina. La sintesis del derivado 21, 6-amino-benzo|cd)indol-2(1H)-ona empez6 con
la nitracién del compuesto comercial benzo[¢d|indol-2(1 H)-ona dando lugar al compuesto
6-nitrobenzo|edlindol-2(1H)-ona (19, Esquema 3).17 La reduccién y la postetior
alquilacion de la anilina dio lugar al compuesto deseado 21. Por otro lado, se sintetiz6 otro
andlogo donde el esqueleto benzo[ed]indol-2(1H)-ona fue reemplazado por la estructura
1,8-naftalimida. Estos compuestos tienen un gran interés como agentes antivirales y
antitumorales. El Amonafide, el cual presenta actividad como agente intercalante de ADN
e inhibidor de la topoisomerasa IL,!7? ha entrado en ensayos clinicos de fase II para el
cancer de préstata y los derivados sulfonados de 1,8-naftalimidas pueden bloquear la
expresion viral en células mononucleares de sangre periférica humana infectadas por VIH
mediante la inhibicion de la transcriptasa inversa.!” De manera que la sintesis del derivado
de naftalimida 24 empez6 con la reaccion del reactivo comercial disponible, el anhidrido
3-nitro-1,8-naftilico con hidréxido de amonio concentrado. A continuacion, la reduccién
del grupo nitro a amina mediante SnCl y la monoalquilacién de la anilina resultante,
permitié la obtencién del compuesto 24 (Esquema 3). En este caso se observaron bajos
rendimientos con el uso de LiClO4. Como el bromuro de litio (LiBr) ha demostrado en
algunos casos ser miés eficiente que el LiClO4,'7* la amindlisis de la epiclorohidrina se
estudi6 también en presencia de LiBr, obteniéndose el producto esperado con un

rendimiento bajo del 12%.
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Esquema 3. A) Sintesis del derivado 6-amino-benzo [¢d] indol-2 (1H)ona 21. B) Sintesis del derivado
1,8-naftalimida 24. Reactivos y condiciones: (a) HNO3, 50 °C, 1.5 h ; (b) SnCl,, HO/HCI, 50 °C, 4
h; (¢) (£)-epiclorhidrina, LiClO4, EtOH, 80 °C, 14 h; (d) NH4OH, H,O, reflujo, 4 h; (¢) SnCly,

H,O/HCI, 50 °C; (f) (+)-epiclothidrina, LiBr, DMF, 100 °C, 14 h.

Compuesto ICs (uM) Compuesto ICso (uM)
0
NH 3 NH
132 69
OO (99-163) OO (55-84)
OH OH
NSC611216 18
0
NH
H
oe ol
>300 N. A
w O
N &l
HO R on
Cl
21 24

Tabla 8. Actividades de los compuestos NSC611216, 18, 21 y 24. Los valores de 1Csy fueron
calculados a partir del ensayo de AlphaScreen y validados con un ensayo basado en espectroscopia
de masas. Datos de al menos tres experimentos diferentes realizados por duplicado (intervalos de

confianza 95%). N. A.: no activo.
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Mientras el derivado de 3-nitro-1,8-anhidrido naftalico tesulté inactivo, el analogo
sustituido en la posicién 6 (21) mostré una significativa pérdida de actividad que podria

correlacionar con un modo de unién en que la cadena exociclica se sitia al otro lado de la

cavidad, mas expuesta al disolvente (Figura 35).

Figura 35. Mejores “poses” obtenidas mediante Induced Fit Docking de (A) (5)-21 (B) (5)-31. Los
ligandos se muestran con los atomos de carbono en amarillo y los residuos de la proteina con los
atomos de carbono en verde. El bucle regulador se muestra en azul. Las interacciones se muestran
con lineas de puntos: enlaces de hidrégeno en azul, interacciones hidrofébicas en verde y de
apilamiento 7 en naranja. Modos de unién similares fueron observados para los enantiémeros
correspondientes.

Una vez analizados los resultados obtenidos, escogimos el compuesto NSC611216 y su
andlogo 18 para llevar a cabo mas modificaciones estructurales. Se mantuvo el esqueleto
4-amino y 7-aminobenzo|cdlindol-2-[1H]-ona y las modificaciones se centraron en la
modificacion del grupo alquilo. Se exploraron diferentes sustituyentes con la finalidad de
explorar su capacidad de inhibicién. Las a-clorohidrinas son agentes alquilantes
moderadamente reactivos que reaccionan covalentemente con proteinas causando su
inactivaciéon. Por tanto, el siguiente paso era comprobar si este efecto era la causa de la
inhibicién que se observaba. Asf pues, en primer lugar, se prepararon los compuestos
andlogos 25 y 26 donde el halégeno cloro del compuesto 18 fue reemplazado por un grupo
metilo. Estos compuestos fueron preparados por amindlisis a partir de (R,5)-(+)-1,2-
epoxibutano mediante calentamiento a reflujo en etanol con la presencia de LiClO4 como
catalizador, dando lugar a los correspondientes B-amino alcoholes 25 y 26 en buenos
rendimientos (Tabla 9). Se observé que la presencia de un grupo metilo aumenté la
inhibicién y el efecto fue mayor en 26 el cual presenté mayor potencia inhibitoria que el
compuesto 18. Posteriormente, con la finalidad de explorar la relacién estructura-actividad

(SAR, structure-activity relationship), la estructura 4,7-diaminobenzo|cd]indol-2(1H)-ona
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se prepard mediante nitracion del compuesto comercialmente disponible, el anhidrido 3-
nitro-1,8-naftalico,!”™ seguida de la reaccion de Lossen dando lugar a 4,7-
dinitrobenzo[¢d]indol-2(1H)-ona 27. La reduccién de la correspondiente dianilina seguida
mediante una doble alquilacién a través de las aminas con (R,S)-(£)-1,2-epoxibutano dio
lugar al compuesto 29 con rendimientos moderados, debido a la formacién simultanea de
especies mono y trisubstituidas. Sin embargo, la lactama 4,7-dialquilada 29 presentd una

potencia intermedia, con un ICso de 68 uM (Tabla 9).

0._0.__0 Q i 0
(@) i i (b) i NiH
NO; ON NO;  H,N l l NH,

27 28

l (c)

NH

0]

OH OH
29

Esquema 4. A) Sintesis del derivado disustituido 29. Reactivos y condiciones: (a) H2SO4, HNOj3, 60
°C, 1.5 h; NH,OH"HClI, piridina, reflujo, 1h; p-TsCl, reflujo, 2 h; NaOH en HO/EtOH, reflujo 1
h, HCl; (b) SnClz, HO/HCI, 50 °C, 4 h; (c) (£)-1,2-epoxibutano, LiClO4, EtOH, mw, 150 °C, 150
W, 60 min.

Teniendo en cuenta que los mejores resultados se obtuvieron mediante sustitucién del
atomo de cloro por un metilo, el siguiente paso fue explorar el alargamiento de la cadena
alquilada. Es por ello que se llevé a cabo la alquilacién de la anilina con (R,$)-(£)-1,2-
epoxihexano dando lugar a los regio isémeros correspondientes donde el derivado de 7-
aminobenzo[ed]indol-2-[1H]-ona 31 exhibi6é una ICso mejorada de 12 uM mientras que la
actividad del regioisémero 4-aminobenzo[sd|indol-2-[1H]-ona 30, cay6 significativamente
hasta 235 uM (Tabla 9). De manera similar, se obtuvo el compuesto 32 mediante la
alquilacion de 4-aminobenzo[ed]indol-2-[1HJ-ona con 1,2-epoxi-5-hexeno, el cual presentd
una disminucién considerable de la actividad respecto el compuesto 30. Por dltimo, se
exploré la importancia de la quiralidad en la actividad biol6gica de 25. Con este objetivo
en mente, se sintetizaron los 3-amino alcoholes enantioméricamente puros, los cuales se

prepararon a través de las aperturas de los epoxidos (5)-(-)-1,2-epoxibutano y (K)-(+)-1,2-
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epoxibutano. Tras el ensayo biologico, los compuestos 33 y 34 no presentaron diferencias

importantes respecto a la mezcla racémica 25.

0 0
HN NH
oW Sol
H H
Comp. R IC50 (uM) Comp. R IC50 (pM)
111 29
2 %T;\ (76-161) 26 %T;\ (15-56)
235 12
% %\/\ (195284 %\/\ 6.18)
35 (0]
32 3‘\;\/\ N. A. NH
33 ?v\.\\\\ 113 R. OO R
OH (92-138) N N
X 119 68
3 T sy P %T.HA 4788

Tabla 9. Actividades de los compuestos 25-34. Los valores de ICso (uM, intervalo de confianza del
95%) fueron calculados a partir del ensayo de AlphaScreen y validado con un ensayo por EM. Datos
de al menos tres experimentos diferentes realizados por duplicado. N. A.: no activo. Valores de S.D.
+ 10%.

El aumento de la actividad en el compuesto 31 podtia explicarse en base a su unién al sitio
activo de Atg4B de manera similar al analogo 18 (Figura 34) ya que la extension de la cadena

lateral conlleva a un aumento de las interacciones hidrofébicas de 31 con los residuos M75,

P145 y A263 (Figura 35).

Atg4B tiene una elevada similaridad estructural con la papaina y sus proteasas homologas.
Una vez evaluada la concentracién maxima inhibitoria de cada uno de los analogos
sintetizados, se estudi6 si esta actividad era especifica o afectaba también a otras cisteinas
proteasas. Con este motivo, se estudi6 el efecto de varios analogos frente a la actividad de
la papaina. Mientras el inhibidor no especifico, Z-L-fenilclorometilcetona, y el control
positivo (quimostatina) inhibieron la actividad de la papaina, ninguno de los analogos
estudiados produjo un efecto similar (Figura 36A). Ademas, se estudi6 el efecto del
compuesto 31 en estudios celulares observandose importantes cambios en el flujo
autofagico (realizado por M. Quintana). Con este propésito, se indujo autofagia mediante
privacion de nutrientes (solucion salina de Eatle, EBSS por sus siglas en inglés Earle’s
Balanced Salt Solution) y los niveles de los marcadores de autofagia LC3-IT y p62 se

examinaron mediante inmunotransferencia, en el cual la proteina diana se detecta en un
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gel de poliacrilamida utilizando un anticuerpo primario especifico. Mientras estudios
previos han indicado que la inhibicién de Atg4B conlleva a una acumulacién de LC3-1I,
p62 es un regulador de la autofagia que facilita la degradacién de los agregados
ubiquitinados. Ademads, como las diferencias de los niveles de proteina pueden ser
causados tanto por modulacién autofagica como por cambios en la degradacién lisosomal
de las proteinas, estos estudios se llevaron a cabo en presencia de inhibidores de proteasa
para estimar el flujo autofagico en general.'’® Tal y como se muestra en la figura 36B y C,
el compuesto 31 caus6 una acumulacion de LC3-I1 y p62 en células privadas de nutrientes
HT-29 (linea celular del adenocarcinoma humano de colon) que es mas pronunciada en
presencia de inhibidores de proteasas lisosomales. Por tanto, los cambios observados

sugieren a una disminucion del flujo autofagico y confirman la actividad celular de 31.

ILa combinacién de inhibidores de autofagia con agentes antitumorales ha dado
prometedores resultados. Por este motivo, se estudié también el efecto del compuesto 31
en combinacién con oxaliplatino en una linea celular tumoral. El oxaliplatino es un
medicamento cominmente utilizado para el tratamiento de cancer colorrectal. Actia como
un agente intercalante de ADN inhibiendo su replicaciéon y provocando la apoptosis. Se
ha descrito que los compuestos que inhiben la autofagia aumentan la sensibilidad al
oxaliplatino en condiciones normales e hipoxicas de manera sinérgica al igual que sucede
con la eliminacién de beclin 1.177 Por tanto con esta informacion, se decidié investigar la
actividad antitumoral del compuesto 31 en las células HT-29 en presencia y ausencia de
oxaliplatino. Tal y como se muestra en la figura 36, la inhibicién de la viabilidad celular por
oxaliplatino mejor6 notablemente en presencia de una concentracién no toxica de 31, lo
que se concluye que la inhibicién de la autofagia puede resultar en un efecto

anticancerigeno aditivo o sinérgico.
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Figura 36. (A) Estudio de la inhibicién de la cisteina proteasa papaina (Z-L.-PheCMC: Z-1.-
fenilclorometilcetona); (B) Analisis de la inhibicién de la autofagia en células HT-29 privadas de
nutrientes, tratadas con 31 (o vehiculo) y sometidas a transferencia de tipo Western para evaluar
la expresion de LC3-1I y p62. La actina sitvié como control de carga. Se muestran los niveles de
proteinas representativas de 3 experimentos independientes. (C) El grafico de barras muestra la
expresion de LC3-II y p62 normalizada al control de carga actina; media £ SEM; n = 3; Se usé
un andlisis de t Student para determinar los valores de P: * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001,
NS: no significativo. (D) Sensibilizacién de las células HT-29 por 31 a los efectos no citotdxicos
de oxaliplatino. La viabilidad celular se determiné mediante un ensayo MTT después del

tratamiento con oxaliplatino (30 uM) durante 24, 48 y 72 h en ausencia o presencia de 31 (100
uM).
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5.3.3.- Optimizacion de la sintesis de 7-nitrobenz[ cd]indol-2-(1H)-ona

Tal y como se ha comentado anteriormente, la transposicion de Lossen proporciona una
mezcla de dos regioisémeros en una proporcion 1:2, siendo el minoritario el que presenta
una mayor actividad. Ademas, la separacién de los compuestos 7- y 4-nitrobenz[¢d]indol-
2-(1H)-ona 14 y 15 result6 compleja. Se exploraron diferentes métodos de cromatografia
en columna por fase directa o reversa, obteniéndose en la mayoria de los casos fracciones
puras junto con mezclas de los dos regioisémeros. Asi pues, se intenté optimizar una ruta

para obtener unicamente el regioisémero 14.
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Esquema 5. Ruta sintética 1: a) SnCly, ac. HCI, EtOH < 35 °C; b) 1) CH2Cl, Et;N, 2) POCl3, 0 °C;
¢) Pd(PPhs)s, Cu(OAc),, TMSCN, DMF, 130 °C; d) v g) 1) KOH reflujo, 2) HCI diluido; €)
(CF3S0,)20, NEt3, CH2Cly, ac. HCI; f) PA(OAc),, CuBt,, CuCN, DMF, 130 ° C.

Se plante6 una estrategia sintética que partia del amarillo de Martius (2,4-dinitro-1-naftol)
y que se basaba en una cianacién dirigida por una picolinamida (C) como intermedio para
formar el 8-amino-1-acido naftoico correspondiente (D). En una primera aproximacion se
consideré la monoproteccion de la diamina A, obtenida después de la proteccion del
hidroxilo como triflato, yodacién, y reduccién con SnCly. Pero los bajos rendimientos
descritos descartaron esta via.!”® Entonces se investigd una ruta alternativa partiendo
directamente del amarillo de Martius y posponiendo la eliminacién del hidroxilo al final de
la ruta sintética. En primer lugar, se llev6 a cabo la reduccién selectiva del grupo nitro

menos impedido. Utilizando 1 o 2 eq. de SnClz y controlando la reaccién cada hora se
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observé la presencia de grandes cantidades de producto de pattida y que a medida que se
formaba el compuesto deseado, también se obtenfa como producto secundario la
correspondiente naftalen 1-3 diamina. Finalmente, la agitacién con 3 eq. de SnCl; durante
3 h proporciond el producto deseado 35 con un 35 % de rendimiento. Una vez obtenido
el compuesto 35, se exploro la cianacién C-H catalizada por paladio. En primer lugar, se
incorpord el acido picolinico a la amina libre en medio béasico mediante el reactivo
acoplante POCI3!'" obteniéndose 36 con un 70% de rendimiento. Después se explord la
cianacién de nafatlen-1-ilo picolinamida utilizando Pd(PPh;)4 como catalizador, TMSCN
como fuente de cianuro, Cu(OAc)2 como oxidante y DMF como disolvente.!® Se realizé
la reaccién en un vial cerrado en ausencia de oxigeno, y utilizando microondas, pero

desafortunadamente, en ningtn caso se pudo aislar el producto deseado.
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Esquema 6. Mecanismo propuesto para la reaccién. El primer paso involucra la activacién del
enlace C-H mediada por paladio, dando lugar a una ciclopaladacién para formar el intermedio A, que
experimenta una adicién oxidativa proporcionando el intermedio B. La transmetalacién de B con
TMSCN genera el intermedio C el cual finalmente a través de una eliminacién reductora da lugar al
producto deseado.

Para descartar que el hidroxilo presente en 36 pudiera afectar en el transcurso de la
reaccion, se decidié protegerlo con el anhidrido trifluorometansulfénico en presencia de
trieltilamina'®! obteniéndose 37 con un rendimiento del 60%. Se estudié luego la cianacién

catalizada con paladio empleando diferentes catalizadores (Pd(PPhs)s, Pd(OAc): y
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oxidantes (Cu(OAc)z, CuBr), pero en ningin caso se obtuvo el producto esperado,

descartindose esta via.

Se planteé entonces una estrategia sintética alternativa. A continuacién, se investigé la
conversion de la amina a isocianato y su ciclacién mediante una acilacién intramolecular
de Friedel Crafts para formar la correspondiente lactama.!8? Con esta intencion, el grupo
amina del compuesto 35 se hizo reaccionar con trifosgeno!®? en presencia de CHCl,
anhidro dando lugar a 38. Dado que el grupo isocianato es muy reactivo, este compuesto
no fue aislado y fue utilizado directamente en el siguiente paso de reaccién. La acilacion
intramolecular de Friedel Crafts se realizé en presencia de AICls, empleando tolueno

anhidro como disolvente y el isocianato como electroéfilo.
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Esquema 7. Ruta sintética 2: a) SnClp, ac. HCI, EtOH < 35 °C; b) trifosgeno, DCM; ¢) Friedel-
Crafts, AlCl; d) Producto obtenido al aplicar las condiciones de (c) la reaccion de Friedel- Crafts
intramolecular empleando AICl; y tolueno como disolvente.

Al finalizar la reaccién y después de analizar el producto, se observé que el producto
mayoritario obtenido correspondia a la reaccién con tolueno, utilizado como disolvente.
Aunque esto confirmarfa la correcta formacion del isocianato también evidenciaba la falta
de reactividad del anillo aromatico. La explicacién de la formacién de esta estructura podria
ser que al ser el tolueno un anillo bencénico con caracter activante en para- por la presencia
de un grupo metilo y al estar en grandes cantidades competia de manera mas eficiente con
el anillo de naftaleno. Es por ello, que se sustituy6 el disolvente utilizado, tolueno, por el
empleo de otros dos disolventes en reacciones independientes. Por un lado se utiliz6 el p-
clorobenceno, con un cloro en la posicion para-y el o-diclorobenceno, los cuales presentan
un caracter desactivante y tendrfan que minimizar la formacién de productos secundarios

y de esta forma se evitaria la reaccién del isocianato con el disolvente. Se analizaron los
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roductos obtenidos en ambas reacciones a través de EM y 'TH-NMR vy sin detectarse en
p y y

ningun caso el producto esperado. En estos momentos se sigue trabajando en esta ruta
sintética y se pretenden explorar diferentes acidos de Lewis (TiCls, AlBr3, SnCly, BCl3) que

han permitido sintetizar esqueletos de benz[cd]indol-2-onas similares.167
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CONCLUSIONES







El resumen de las actividades descritas y las principales conclusiones del capitulo 1 de la

presente tesis son las siguientes:

Se ha puesto a punto un ensayo tipo HTS basado en la tecnologfa AlphaScreen
que permite el estudio de la actividad de Atg4B y la identificaciéon de inhibidores
de esta enzima

Se ha podido caracterizar la conformacién y la dinamica de Atg4B y establecer
los requisitos necesatios pata actuar e interaccionar con LC3. Los resultados
sugieren que no se requiere la presencia del sustrato LC3 para alcanzar la forma
abierta de Atg4B y que los ligandos potenciales podrian unirse al sitio activo de
la proteasa, interfiriendo directamente con la unién del sustrato natural.

El uso de un cribado virtual (HTVS) ha permitido identificar potenciales
inhibidores de Atg4B. Se ha realizado la seleccion virtual de los compuestos
utilizando una biblioteca abierta que pertenecen a la Base de Datos del NCIOD
(265242 compuestos). El cribado virtual se ha realizado con las dos estructuras
de la Atg4B disponibles, 2CY7_full y 2ZZP_full, que muestran Atg4B en forma
cerrada y forma abierta respectivamente. En cada caso se han utilizado dos
métodos de acoplamiento diferentes Glide y Autodock Vina, obteniéndose 4
listas de potenciales inhibidores de Atg4B: Glide VS 2CY7; Glide VS 2Z7ZP; Vina
VS 2CY7 y Vina VS 2Z7ZP. Los mejores compuestos obtenidos tras la seleccion
virtual se evaluaron y se descartaron aquellos compuestos que eran promiscuos y
no especificos. Se verificé la disponibilidad, se seleccionaron 128 compuestos
como posibles candidatos contra el centro activo de Atg4B y 122 compuestos
contra el segundo sitio alternativo.

Se solicitaron los 250 compuestos seleccionados al NCI y se estudi6 su actividad
biolégica con el ensayo de tipo HTS puesto a punto. De los candidatos
seleccionados utilizando el método Glide, entre los 81 compuestos dirigidos al
sitio alternativo de unién, dnicamente un compuesto (INSC43949) mostré mas
del 50% de inhibicién, mientras que de entre los 75 compuestos dirigidos al sitio
activo de la cisteina proteasa AtgdB, 3 compuestos (NSC83713, NSC126353 y
NSC116384) disminuyeron la actividad enzimatica mas del 40%. Por otro lado,
empleando el método Autodock Vina, de los 53 compuestos dirigidos al sitio
activo de la estructura de Atg4B abierta, s6lo 2 compuestos presentaron mas de
un 40% de inhibicién (INSC631817 y NSC322341) y de los 41 compuestos

dirigidos a la estructura cerrada, ninguno de ellos presenté actividad. Estos
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resultados demuestran que la aproximacion utilizada es atil para la identificacién
de inhibidores de Atg4B.

® Tras el analisis de su pureza e identidad, los compuestos identificados se
utilizaron como modelos para la sintesis de pequefias bibliotecas de analogos, con
la intencién de encontrar inhibidores potentes y selectivos de Atg4B. El
compuesto NSC611216 con un esqueleto tipo benzoladindol-2(1H)-ona se
utiliz6 como base para la preparacién de una pequena librerfa. De entre los
andlogos sintetizados, destacé el detivado de 7-aminobenzo[¢d|indol-2-[1H]-ona
31 el cual exhibi6 una ICsp mejorada de 12 pM, un orden de magnitud inferior al
compuesto inicialmente identificado.

= Se estudi6 el efecto del compuesto 31 en estudios celulares observandose una
disminucién en el flujo autofagico, detectado como una acumulacién de la

proteina lipidada LLC3-11 y el receptor p62.

En resumen, el desarrollo y la optimizacién de un nuevo ensayo AlphaScreen combinado
con un cribado virtual de alto rendimiento basado en la estructura de una biblioteca de
aproximadamente 265242 compuestos ha permitido la identificacién de inhibidores de
Atg4B. La optimizacién quimica del compuesto activo NSC611216 obtenido, propotciond
informacién acerca de los requisitos estructurales para inhibir la cisteina proteasa Atg4B.
El compuesto anilogo sintetizado mas potente (31) manifesté un buen perfil de
citotoxicidad al mismo tiempo que inhibi6 la autofagia, en base a las medidas analizadas
de los niveles de proteina LC3-II y p62. Al mismo tiempo, afiadir que el efecto sinérgico
de 31 combinado con oxaliplatino conllevé a un aumento de la muerte celular en la linea
de adenocarcinoma colorrectal humano HT-29. En general, el descubrimiento del
esqueleto de tipo aminobenzo[ed]indol-2-1(1H) se describe como un nuevo quimiotipo
para el desarrollo de inhibidores de moléculas pequefias de Atgd4B. Los resultados
obtenidos contribuiran a ampliar el abanico de posibilidades para estudiar la autofagia en

células de mamiferos y a desentrafiar el papel clave de Atg4B en el tratamiento del cancer.
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1.- Modificacién de proteinas

LLa modificacién quimica de proteinas surge como una herramienta importante en el campo
de la biologfa quimica debido a la necesidad de desarrollar nuevas estrategias para el estudio
del proteoma.! La modificacion estable de biomoléculas, también conocida como
bioconjugacién, combina caracteristicas de la quimica sintética y de la biologfa molecular

con el fin de mejorar, modular o caracterizar las propiedades de las biomoléculas.

La bioconjugacién permite la unién covalente de moléculas o sondas a uno o mas residuos
de una proteina. Estos conjugados pueden incluir marcajes no naturales (moléculas
fluorescentes, biotina, polimeros derivados de polietilenglicol (PEG)) o incluir
modificaciones  posttraduccionales naturales (glicosilacién, acilacién, metilacién,
fosforilacién, prenilacién o ubiquitinacién) que desempefian un papel fundamental en
procesos celulares tales como el trafico, la diferenciacion, la migracién y la sefalizacion
celular.? La modificacién de protefnas puede realizarse también por métodos biolégicos,
como el reconocimiento por parte de enzimas de determinadas secuencias de amino
acidos. Ademas, mediante el uso de métodos genéticos se pueden preparar proteinas con
residuos no naturales que pueden ser selectivamente modificados mediante reacciones

bioortogonales.!

Las proteinas y anticuerpos modificados han demostrado su utilidad en multiples estudios
biolégicos, en la determinacion de la funcién de las proteinas y su interaccién con otras
biomoléculas asi como en el tratamiento de enfermedades.?*567 Ademds, como las
proteinas en general son susceptibles a la degradacién enzimatica, los bioconjugados con
PEG permiten aumentar la estabilidad de la proteina,®® presentan propiedades mejoradas
y pueden llegar a servir como agentes terapéuticos mas estables y eficientes. Estos métodos
también tienen un papel importante en la generaciéon de nuevos materiales mas
biocompatibles, aumentar la inmunogenicidad de vacunas!? o facilitar la inmovilizacién de

proteinas sobre soportes sélidos.!!

Existen varios métodos para la modificacién de proteinas, cada uno con sus ventajas y
limitaciones, proporcionando un conjunto de herramientas que hasta hace 20 afios se
limitaba en gran medida a las reacciones con los residuos de cisteina (Cys) y lisina (Lys).
Mas recientemente, se han desarrollado métodos adicionales de modificacién selectiva que

afectan a éstos y a otros residuos de aminoacidos.!?
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Un método ideal de bioconjugacién debe tener los siguientes requisitos: presentar
selectividad asi como tolerancia y compatibilidad con otros grupos funcionales presentes
en las biomoléculas, ser compatible con el medio acuoso, proceder a pH proximo a neutro,
a temperatura ambiente o 37 °C como méximo y presentar velocidades de reaccion altas
que permitan trabajar con concentraciones bajas de reactivos. Todas estas caracteristicas
garantizan que el método de modificacion de proteinas sea eficiente. Sin embargo, existen
ain pocos ejemplos de métodos de modificacion de proteinas que cumplan todos estos
requisitos de manera simultanea. Existe, por lo tanto, un gran interés en el desarrollo de
nuevas metodologfas para la modificacion de proteinas que permitan ampliar las

herramientas existentes.

De entre los 20 aminoacidos diferentes involucrados en la sintesis de proteinas, sélo un
tercio de estos residuos representan objetivos quimicos para los métodos de
bioconjugacion. Estos son elegidos de acuerdo con la reactividad intrinseca del residuo
(acidez/basicidad, electrofilia/nucleofilia, caractetisticas oxidorreductivas) y su entorno
(en el medio de la secuencia, extremos N-terminal o C-terminal, ubicacién en una secuencia
especifica, accesibilidad, etc.!?) En base a esta reactividad intrinseca de las cadenas laterales
de aminoacidos, se han descrito métodos para la modificacion selectiva de residuos de
lisina,'*  cisteina,!>1617  tirosina,!® triptéfano,!®?Y  glutdmico,?1?>?3  aspartico,’#* o
metionina.?® Ademds de su reactividad intrinseca, las cadenas laterales de residuos que
estan cargados a pH neutro, como las lisinas y los acidos glutamico y aspartico,’+* se
muestran a menudo en la superficie de las proteinas para ayudar a su solubilidad en agua
siendo por tanto las més accesibles. A continuacion se describiran brevemente los métodos

de modificacién de proteinas mas relevantes.

2.- Métodos clasicos para la modificacion de proteinas

Los métodos clasicos de modificacién de proteinas abarcan principalmente reacciones
simples que se dirigen hacia los grupos funcionales que se encuentran en las cadenas
laterales de los aminodcidos canénicos o naturales, es decir los 20 aminodcidos que forman
las proteinas. Los residuos de cisteina y lisina son los mas utilizados para la introduccion
de modificaciones debido a la elevada nucleofilia del grupo sulfhidrilo o de la amina

primaria presentes en las cadenas laterales de estos residuos.?’-?8

La reaccion con residuos de lisina supone una modificacién inespecifica y aleatoria de
proteinas. Estos residuos son abundantes (5.9% de los residuos en proteinas humanas).?%3

Existe un gran nimero de métodos para modificar selectivamente aminas primarias. Estos
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métodos se basan principalmente en la reaccién con electréfilos e incluyen ésteres
activados,’3? cloruros de sulfonilo, isocianatos o isotiocianatos?® pata generar amidas,
sulfonamidas, ureas o tioureas, respectivamente. Otro tipo de modificacién se basa en la
aminacion reductora con cetonas y aldehidos (Esquema 8). Debido a su simplicidad, estos
métodos han sido ampliamente utilizados, pero a causa de la abundancia, reactividad y
accesibilidad de los residuos de lisina, suelen resultar en mezclas heterogéneas de productos
que pueden afectar a su funcién. Ademds, aparte de marcar de manera inespecifica uno o
mas residuos de lisina, estos métodos pueden afectar también a otros residuos nucleofilicos

como histidina, serina, treonina y tirosina.343>3

Por otro lado, el grupo tiol o sulthidrilo de los residuos de cisteina es considerado el grupo
mas nucleéfilo a pH fisiolégico y, por lo tanto, es uno de los sitios de modificacién
preferidos. Debido a su reactividad unica y poca abundancia (se encuentra con una
frecuencia del ~2 % en proteinas de mamiferos),” en combinacién con sus propiedades
quimicas (pK, = 8.5-9.5) y el ajuste del pH del medio, este residuo permite en muchos
casos la modificacion casi especifica de proteinas frente residuos de lisina e histidina.!¢
Alternativamente, hay que tener en cuenta que los residuos de cisteina tienen importantes
roles dentro de las proteinas (funciones cataliticas, estabilidad estructural por formacion
de puentes disulfuro), por lo que su modificaciéon puede cambiar las propiedades de la
proteina. Ademds, los residuos de cistefna a menudo se encuentran escondidos en el
interior de la proteina siendo poco accesibles para su modificaciéon. En muchas ocasiones
se pueden superar estas limitaciones y conseguir un marcaje especifico mediante la
introduccion de nuevos residuos de cisteina localizados en la supetficie de la proteina pero
estas estrategias requieren de trabajos previos de ingenierfa genética. El grupo sulthidrilo
de cisteinas puede modificarse mediante la formacién de enlaces disulfuro,’ alquilacién
con derivados de yodoacetamida,**#! o mediante adicién de Michael a maleimidas*>*} o
vinil sulfonas,** tal y como se muestra en el esquema 8. Los derivados de maleimida han
sido ampliamente utilizados debido a su disponibilidad comercial y a su facil sintesis.
Aunque el tioéter resultante se considera estable y reversible, estudios recientes indican
que podria degradarse o que su formacién podria ser reversible en presencia de tioles.*
Asimismo, también hay métodos de modificacién de proteinas mediante la introducciéon
de un residuo de dehidroalanina que se genera a partir de una cisteina.*’>*¥ Otro método
mas reciente es la incorporacion de oxetanos® a través de la alquilacién quimioselectiva

del residuo de cisteina. En resumen, la modificacién de proteinas en residuos de cisteina
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presenta una elevada selectividad debido a su menor abundancia en comparacién con los

residuos de lisina por lo que es un método ampliamente utilizado.

Modificacion
4 NH; de Cys olys A
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Residuo Reactivo Producto
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Esquema 8. Reacciones de bioconjugacion clasicas para la modificacién de residuos de Lys y Cys.
Los residuos de Lys pueden ser modificados mediante la formacién de amidas, sulfonamidas, ureas,
tioureas e iminas con ésteres activados por N-hidroxisuccinimidilo, cloruros de sulfonilo, isocianatos

tioisocianatos y aldehidos o cetonas, respectivamente. Los residuos de Cys pueden ser modificados

a través de intercambio de enlaces disulfuro, alquilacién con yodoacetamidas o adicién de Michael
con maleimidas.
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Los acidos carboxilicos presentes en las cadenas laterales de residuos de glutamico (Glu)
y aspartico (Asp) han sido empleados para la bioconjugacién de proteinas mediante el
acoplamiento con aminas a través de carbodiimidas.?> A pesar de su baja reactividad y
selectividad,  las  cartbodiimidas  solubles en  agua  como  1-etil-3(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) combinadas con 1-hidroxibenzotriazol (HOBT)
han sido utilizadas para la modificacién del virus del mosaico del tabaco.’® Recientemente,
se ha desarrollado otras técnicas de modificacién de acidos carboxilicos mediante o-
alquilacién con diazocompuestos®! y sales de isoxazolio.?! La metionina (Met) es el unico
residuo capaz de reaccionar con agentes alquilantes a pH bajo, lo que le confiere cierta
selectividad. Esta propiedad ha sido utilizada para el desarrollo de métodos especificos y
reversibles de marcaje de residuos de metionina.®> Mas recientemente, Chang, Toste y
colaboradores han descrito el uso de oxaziridinas como oxidantes para la formaciéon de
sulfimidas. Esta reaccion es especifica de metioninas y compatible con condiciones neutras
de pH.? Los otros aminoacidos canénicos han sido menos explotados, aunque existen
métodos pata la modificacion de residuos de tirosina, triptéfano e histidina.!? Por ejemplo,
el grupo fenol de la tirosina ha sido modificado mediante reacciones de sustitucién
electrofila aromatica con sales de diazonio,* yodo,>% o acido nitroso.5>7 El anillo de
imidazol de histidinas puede modificarse con yodo,’® epdxidos y dietilpirocarbonato
(DEPC). Estos métodos de modificacién han permitido la conjugaciéon de proteinas con
pequefias sondas moleculares, como la biotina y moléculas fluorescentes o su
inmovilizacién en superficies para generar microarrays de protefnas. Son métodos
practicos y rapidos que debido a su versatilidad se utilizan ampliamente en biologfa para la
modificacién de protefnas y anticuerpos. Su desventaja principal es la modificacién
inespecifica de residuos que genera poblaciones heterogéneas de proteinas diferentemente
modificadas al azar. Por estos motivos existe un creciente interés en el desarrollo de

métodos selectivos para la modificacion de proteinas.
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3.- Nuevos métodos de modificacion de proteinas

La investigacion realizada en el campo del desarrollo de métodos para la modificaciéon de
proteinas se ha centrado en los ultimos afios en el establecimiento de métodos especificos
y estrategias eficientes que expandan el abanico de herramientas existentes. Estos nuevos
métodos han sido desarrollados explotando tanto la reactividad de aminoacidos naturales
como la introducciéon de aminoacidos no naturales que incorporen grupos funcionales no

nativos y biocompatibles.

3.1.- Métodos selectivos para el marcaje de aminoacidos no naturales

Una de las limitaciones mas importantes de la mayorfa de las reacciones de bioconjugacion
es la carencia de especificidad para marcar selectivamente un unico residuo. Dado que
todas las proteinas contienen varias unidades de cada aminoacido, el marcaje selectivo de
uno de ellos suele ser complicado. Se puede conseguir una modificaciéon especifica
mediante mutacién de los otros residuos existentes. Por ejemplo, para etiquetar
quimicamente una cistefna de interés evitando la modificacién de otras cisteinas expuestas,
resultarfa necesaria la eliminacién de todas las cisteinas expuestas. La mutagénesis dirigida
ha permitido obtener proteinas mutantes que han sido herramientas clave para el estudio
de la funcién de las proteinas, su estructura tridimensional y sus interacciones con otras
biomoléculas o ligandos.®® Aparte del trabajo intenso de ingenietia genética, este tipo de
aproximaciones puede provocar cambios estructurales y funcionales no deseables en las
proteinas. Con la finalidad de resolver este obstaculo una gran cantidad de trabajo se ha
centrado en la sintesis e incorporacion de aminoacidos no naturales (UAAs, por sus siglas

en inglés, Unnatural Amino Acids).%!

Los aminoacidos no naturales son aminodcidos no proteogénicos que se sintetizan
quimicamente. En contraste con los 20 aminodcidos naturales (o proteogénicos), estos
aminoacidos no estan codificados por el codigo genético universal y tienen como principal
caracteristica la presencia de grupos funcionales no nativos. En consecuencia, presentan
una gran variedad de elementos estructurales que permiten la modificacion de péptidos y
proteinas y manipular localmente sus propiedades fisicas y quimicas. La incorporacion de
UAAS surgié en 1989 a partir de la metodologia de supresion del codén dmbar.6263

Se conoce como coddn de terminaciéon a aquel codén que no determina ningin amino
acido segin el cédigo genético. El primero que se descubrié se denominé codén ambar y
esta formado por UAG (uracilo, adenina, guanina) y, posteriormente, se identificaron el

codén 6palo (UGA) y el codén ocre (UAA). Esta peculiaridad, la inexistencia de un codén
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que no es reconocido por ninguna de las sintetasas de ARN de transferencia (ARNY)
existentes permite la incorporaciéon de los UAAs a la proteina mediante la acilacién
catalizada por una aminoacil ARNt sintetasa del ARNt complementario (ARNtcua)®

(Figura 37).
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Figura 37. Incorporacion de UAA a partir de la metodologia de supresion del codén ambar.

Los aminodcidos no naturales suelen presentar cadenas laterales con grupos funcionales
no nativos (azidas, alquinos, atomos marcados isotopicamente, analogos estables de
tirosina fosfato, fenilalaninas iodadas o grupos fotoreactivos como es el caso de las aril-
azidas®) que permiten reacciones bioortogonales o de entrecruzamiento y la posterior
caracterizacion de las proteinas por multiples técnicas (RMN, rayos X, identificacion de
interacciones proteina-proteina). Existe un ndmero significativo de reacciones de
conjugacién que pueden llevarse a cabo sobre aminodcidos no naturales incorporados en
proteinas. Entre ellas destacan la cicloadicién 1,3-dipolar de Huisgen entre azidas y
alquinos, la reaccién de Staudinger o la formacién de iminas, entre otras. A continuacién

se explican algunos ejemplos de reacciones bioortogonales.

3.2.- Reacciones bioortogonales con grupos funcionales no presentes en
aminoacidos naturales

En este apartado se describen algunos ejemplos de reacciones de bioconjugacién en las
que participan grupos funcionales no presentes en aminoacidos naturales. Este tipo de
reacciones se conocen con el nombre de quimica bioortogonal porque emplea

reacciones compatibles con biomoléculas o sistemas biolégicos y permite la formacion
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selectiva de aductos covalentes que pueden ser herramientas ttiles para estudiar procesos
biol6gicos.> Aunque se habfan hecho algunos timidos avances en la década de los 90,* el
campo de la quimica bioortogonal se inicié en el afio 2000 mediante el desarrollo por el
grupo de Carolyn Bertozzi de la ligacién de Staudinger para la modificacién de
biomoléculas,® aunque el término bioortogonal no se establecié hasta unos aflos mds

tarde, en 2003.67

3.2.1- Quimica click

En el area de la quimica bioortogonal han tenido un gran papel los métodos basados en la
quimica click. El término quimica “click” fue introducido por primera vez por K.B.
Sharpless en 2001 y es un enfoque inspirado en la simplicidad y eficiencia de la quimica en
la naturaleza. La naturaleza prefiere construir sus productos a partir de compuestos
sencillos y unirlos mediante enlaces carbono-heterodtomo en lugar de enlaces carbono-
carbono.®® Asi pues, este término engloba reacciones que intentan imitar la naturaleza, son
de amplio alcance, rapidas, dan altos rendimientos, generan subproductos inofensivos y

son estereoespecificas (no necesariamente enantioselectivas).®

* Ligacion de Staudinger de azidas y triarilfosfinas

Los grupos de Raines y Bertozzi de manera independiente desarrollaron un método
importante para la sintesis y modificacién de proteinas basado en la reaccion de Staudinger
desarrollada en 1919.70 La reaccién de Staudinger es un método clasico de reduccién de
una azida a una amina a través de la formacién de un intermedio “aza-iluro” mediante
tratamiento con una fosfina. En el afio 2000, Bertozzi y Saxon desarrollaron un reactivo
derivado de una triarilfosfina que contiene un grupo carbonilo electrofilico capaz de
atrapar el intermedio aza-iluro y formar, finalmente, un enlace amida estable en medios
acu0s0s. Como consecuencia de esta modificacién en la reaccién de Staudinger, se
empez6 a denominar ligacién de Staudinger ya que se genera una unién de manera
estable entre dos moléculas (azidas y triarilfosfinas) a través de un enlace tipo amida

(Esquema 9).
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Esquema 9. La ligaciéon de Staudinger entre azidas y triarilfosfinas. La triarilfosfina ataca a la
biomolécula que contiene el grupo azida, liberando nitrégeno y dando lugar al compuesto aza-iluro,
que ataca intramolecularmente al éster, eliminando metanol y dando lugar al compuesto biciclico.
Tras la hidr6lisis, se oxida la fosfina y tiene lugar la formacion de un enlace amida para dar el producto
de ligacion.

El grupo de Raines desarroll6 un método similar en el que se utiliza un fosfinobencenotiol
para unir un tioéster y el grupo azida, generando igualmente un enlace amida.”! El
fosfonotiol tiene los atributos necesarios para llevar a cabo la ligacién de Staudinger, pero

posee una solubilidad acuosa baja y otorga un rendimiento que puede ser demasiado bajo

para ciertas aplicaciones (Esquema 10).
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Esquema 10. Acoplamiento peptidico mediante el método de ligacién de Staudinger desarrollado
por el grupo de R. Raines. La fosfina unida al péptido 1 a través del C-terminal de un tioéster ataca
al grupo azida unida al péptido 2 de manera andloga a la ligacién de Staudinger dando lugar al
compuesto iminofosforano, el cual se reorganiza. El resultado de su hidrolisis da lugar al enlace
amida.

La exquisita bioortogonalidad de azidas y triarilfosfinas, las cuales no se encuentran en
sistemas biolégicos, asi como el alto rendimiento obtenido en condiciones fisiologicas ha
permitido el uso de la ligacién de Staudinger para el marcaje de biomoléculas tanto in vivo

como in vitro incluyendo el marcaje de proteinas de las superficie celular en modelos de

ratén.’’2 Su mayor desventaja es la alta reactividad del intermedio “aza-iluro”, la rapida

155



oxidacion de fosfinas en presencia de aire y la obtenciéon como subproducto de trazas de

6xido de difenilfosfina.

= Cicloadicién de Huisgen entre azidas y alquinos

La cicloadicién 1,3-dipolar [3+2] de Huisgen entre alquinos y azidas es la reaccién mas
popular de la quimica click y se ha convertido en la reaccién click por excelencia. Los
grupos de investigacién liderados por Shatpless y Meldal descubrieron que la clasica
cicloadicion 1,3-dipolar de azidas con alquinos terminales para formar 1,2,3-triazoles
disustituidos®®7 se producia con buenos rendimientos a temperatura ambiente cuando era
catalizada por cobre (I) (Copper (I)-catalyzed Azide Alkyne Cycloaddition (CuAAC),
(Esquema 11).747> Debido a su eficiencia, simplicidad y selectividad, su uso se ha
generalizado en la sintesis organica, en la quimica combinatoria, quimica de materiales y en
la quimica biolégica.® El primer trabajo de CuAAC como estrategia de bioconjugacion fue
llevado a cabo por Finn y colaboradores.”® El inconveniente de esta metodologfa es su
toxicidad en sistemas vivos por la presencia del cobre (I) capaz de catalizar la formacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) lo que limita su aplicabilidad.”” En el afio 2009, con
el fin de mejorar la biocompatibilidad, el grupo de Bertozzi exploré otra metodologia para
activar alquinos sin la presencia de catalisis metalica, basada en la inclusién del alquino en
un anillo de 8 miembros altamente tensionado “Strain-Promoted Azide-Alkyne
Cycloaddition” (SPAAC) e inspirada en los trabajos iniciales de Wittig y Krebs.” Estas
reacciones son conocidas con el nombre “reacciones click libres de cobre” y son aun
ampliamente utilizadas para la modificacion de biomoléculas, aunque la elevada reactividad
de los ciclooctinos conlleva en algunos casos el marcaje inespecifico de residuos de cisteina

y otros nucledfilos celulares (Esquema 11).
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Esquema 11. Cicloadiciones 1,3-dipolares [3+2] entre azidas y alquinos para formar triazoles. Los
alquinos terminales son activados por Cu(I) al someterse a la cicloadicién con azidas bajo condiciones
fisiolégicas (superior). Los ciclooctinos reaccionan con azidas en ausencia de catalizador a través de
SPAAC (inferior).
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= Reacciones bioortogonales con alquenos

Los alquenos también han sido utilizados en cicloadiciones promovidas por luz UV8 o
por la tensién del anillo. El producto de una cicloadicién de azida-alqueno es una triazolina,
la cual es inestable en comparacién con un triazol aromatico, por lo que no es adecuado
para las aplicaciones en las que se requiere un producto de ligacién. Rutjes y colaboradores
evitaron este problema utilizando como sustratos oxanorbornadienos que contienen
olefinas deficientes en electrones como sustratos. El oxanorbornadieno se sometié a una
cicloadicion [3 + 2] con una azida seguida de una reaccion de tipo retro Diels-Alder para
eliminar furano formando un derivado de triazol (Figura 38A).8! El inconveniente que
presentan estas reacciones es su baja velocidad de reaccién. Otro ejemplo es la
modificacién quimioselectiva de alquenos por reacciones de metatesis cruzada. La
metatesis de olefinas catalizada por rutenio tolera una gran variedad de grupos funcionales
y se ha empleado utilizando biomoléculas como sustratos (Figura 38B).8? Esta reaccion ha
sido utilizada por el grupo de Davis que ha modificado proteinas que contienen sulfuro de
alilo en residuos de cisteinas a través de metatesis cruzadas en una mezcla de fere-
butanol/agua utilizando el catalizador de segunda generacién Hoveyda-Grubbs.®> Las
reacciones de Diels-Alder de demanda inversa de electrén, donde un diendfilo rico en
electrones reacciona con un dieno pobre en electrones, han ganado un gran interés en los
ultimos afios debido a su rdpida cinética, ortogonalidad y biocompatibilidad.®* El primer
ejemplo relevante lo describieron Fox y colaboradores®> mediante la cicloadicién [4 + 2]
de transcicloocteno con dipiridiltetrazina para dar lugar al producto de ligacion (Figura
38C). El equipo de Hiderbrand utilizé posteriormente notrborneno y tetrazina, obteniendo
una reaccién de alto rendimiento, selectiva y rapida en medios acuosos (Figura 38D).8¢ Lin
y colaboradores desarrollaron una cicloadicion 1,3-dipolar inducida por luz UV entre
diariltetrazoles y alquenos simples (Figura 38E) para formar pirazolinas fluorescentes.?
Tanto las tetrazinas como los dienéfilos pueden ser incorporados en proteinas mediante

métodos genéticos, enzimaticos y quimicos.
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Figura 38. Reacciones bioortogonales con alquenos. A) Reaccién de oxanorbornadienos y azidas
para producir triazoles. B) Metatesis cruzada catalizada por rutenio de dos alquenos en agua. C)
Reaccion de Diels-Alder de demanda inversa de electrén entre dipiridiltetrazinas y #rans-ciclooctenos.
D) Reaccién de Diels-Alder con demanda electréonica inversa de monoatil tetrazinas y
norbornadienos. E) Cicloadicién 1,3-dipolar fotoquimica entre tetrazoles y alquenos.
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3.3.- Bioortogonalidad con secuencias unicas de aminoacidos

A continuacion se describen los métodos basados en enzimas y el reconocimiento de
determinadas secuencias de amino 4acidos. Dicha metodologfa permite la incorporacion de
grupos funcionales no naturales mediante el reconocimiento enzimatico de una secuencia

de aminodacidos especifica.

En la naturaleza existen enzimas con la capacidad de modificar proteinas de manera
especifica. Muchas de estas enzimas reconocen pequefias secuencias peptidicas que pueden
ser incorporadas recombinantemente a proteinas mediante técnicas de ingenierfa
genética.8” El uso de estas secuencias reconocidas por enzimas permiten el marcaje rapido
y selectivo de proteinas mediante la introduccién de grupos funcionales bioortogonales o
la incorporacién de sondas. Debido a su selectividad y bioortogonalidad, en la actualidad,
estos métodos estan creciendo exponencialmente como técnicas para modificar
selectivamente proteinas, principalmente en células vivas.8® Por tanto, la modificacién
posttraduccional de proteinas catalizada por enzimas supone una nueva estrategia para el
etiquetado de proteinas en un sitio especifico. Estos métodos también presentan una serie
de inconvenientes, como el gran tamafio de algunos de los dominios que tienen que ser
incorporados por métodos genéticos a la proteina que se quiere marcar y que puede en
algunos casos llegar a interferir con la funcién nativa de las proteinas diana. Este es el caso
de la O%-alquilguanina-DNA alquil transferasa (hRAGT) (~ 20 KDa)®* o del HaloTag (~ 33
KDa2).” Otra limitacién de estas reacciones es que los residuos esenciales deben estar
disponibles y la modificacion no debe inducir la pérdida de integridad y funcionalidad
estructural. A continuacién se exponen brevemente los métodos enzimaticos descritos

para la modificacién selectiva de proteinas.

La ligasa de la Biotina (BirA) reconoce un péptido de alrededor de 15 aminoacidos e
introduce una biotina en un residuo de lisina del mismo. También acepta como sustrato la
cetobiotina permitiendo su posterior modificacion con hidrazidas o hidroxilaminas (Figura
39A).°! Fue uno de los primeros métodos descritos basados en actividad enzimatica pero
esta solo restringido al marcaje de proteinas presentes en la supetficie celular y su
mecanismo basado en dos pasos limita el estudio espacio-temporal de los procesos

bioldgicos.

La transglutaminasa (T'Gasa) cataliza la reaccion de transaminacion entre los residuos de
glutamina (Q) y lisina (K).°? El uso de aminas primarias permite el marcaje de proteinas

que presentan secuencias de poliglutamina (polyQ). Dicho método ha sido utilizado para
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la modificacién de proteinas in vitro?® y en el marcaje de proteinas celulares en sistemas

vivos (Figura 39B).%

Laligasa del acido lipoico (LplA) de Escherichia coli es 1a responsable de la unién del acido
lipoico a tres proteinas involucradas en el metabolismo oxidativo (E2p, E2o, y proteina-
H).% Tras procesos de optimizacion se consiguié una LplA que era capaz de unir una alquil
azida (en lugar de acido lipoico) a un péptido de 22 aminodcidos (en sustitucién de las
proteinas sustrato). Esta metodologfa permite la posterior incorporaciéon de diversas
sondas de afinidad y fluorescencia a través de la cicloadicion 1,3-dipolar de Huisgen (Figura

39C).%

La enzima generadora de formilglicina (FGE) introduce un aldehido en una proteina
mediante la conversiéon de un residuo de cisteina, incluido en la secuencia CxPxR, en un
residuo de formilglicina.?”%%% Originalmente la FGE era la enzima encargada de activar
sulfatasas de tipo I para hidrolizar esteres de sulfato. La incorporacién de esta secuencia
de 5 amino acidos en las proteinas de interés permitié su posterior marcaje tras la reaccién
del aldehido formado con grupos aminooxi o hidrazidas para formar los correspondientes
conjugados de oximas e hidrazonas. Esta modificaciéon enzimatica permite el marcaje
directo y selectivo de la proteina en el sitio de modificacion y se ha aplicado en el marcaje
de proteinas con fluoréforos, aunque necesita de la coexpression de FGE juntamente con

la proteina de interés (Figura 39D).97.100

La sortasa A (SrtA) es una transpeptidasa que se encuentra en la envoltura celular de
muchas bacterias gram positivas y cataliza la conjugacion de proteinas a la pared celular
bacteriana.!?! Esta enzima reconoce una secuencia peptidica (LPXTG) situada cerca del
extremo C-terminal de la protefna sustrato e hidroliza el enlace Thr-Gly formando un
nuevo enlace amida entre el extremo carboxilo de la Thr y la a-amina de un residuo de
Gly perteneciente a una secuencia de poliglicina (PolyG), resultando en la fusién de los
dos polipéptidos (Figura 39E).101.102 Mediante dicho método enzimatico se han llevado a
cabo modificaciones de péptidos y proteinas con carbohidratos.!910%4 En el afio 2007 se

describi6 la primera modificacién de proteinas en células utilizando esta metodologfa.!%

Las enzimas fosfopanteteinil transferasas (PPtasas) son las encargadas de catalizar la
incorporacién de un grupo fosfopanteteina unido al coenzima A (CoA) a un residuo de
serina incluido en la secuencia DSLEFIASKILA.1% Mediante la conjugacién previa del tiol

terminal de la fosfopanteteina (producto resultante de la unién del acido pantoténico con
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la cisteamina) con diferentes tipos de sondas, se pueden llevar a cabo el matcaje de

proteinas situadas en la supetficie celular3#197 (Figura 39F).
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Figura 39. Reacciones enzimaticas para la modificacion selectiva de proteinas. Enzimas empleadas:
A) Ligasa de la Biotina (BirA), B) Transglutaminasa (T'Gasa), C) Ligasa del acido lipoico (Lp1A), D)
Enzima generadora de formilglicina (FGE) E) Sortasa A (SrtA), IF) Fosfopanteteinil transferasas
(PPtasas, G) O¢-alquilguanina-DNA alquil transferasa (hAGT), H) Haloalcano dehalogenasa
(DhaA), I) Fosfocolina transferasa (AnkX).

Otro ejemplo de modificacién enzimdtica se lleva a cabo a través de la enzima OS-
alquilguanina-DNA alquil transferasa (hAGT) también llamada SNAP-tag. Esta
proteina deriva de la O%-metilguanina-DNA metil transferasa y mediante una estrategia de
evolucién dirigida se disefié un enzima que acepta derivados de O%benzilguanina (BG)
como sustrato. L.a hAGT resultante transfiere un grupo alquilo de la O%-alquilguanina-
DNA a un residuo de cisteina.®” Postetiormente, se gener6 otro mutante de la hAGT con

preferencia para sustratos detivados de la O?-benzilcitosina (BC), una aproximacién
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conocida como CLIP-tag. Ademas, las sondas quimicas conjugadas con BG y BC son
permeables a la membrana celular. Esta metodologia presenta una serie de inconvenientes
como son el gran tamafio de hAGT (207 aminoacidos), pudiendo interferir con la funcién
nativa de las proteinas, ademds de que los experimentos en células de mamiferos deben
realizarse en lineas celulares deficientes en AGT para evitar el marcaje de la AGT enddgena

(Figura 39G).

ILa enzima haloalcano dehalogenasa (DhaA) de Rbodococcus elimina haluros de
hidrocarburos alifaticos dando lugar a alcoholes alifaticos. La modificaciéon genética de
DhaA resulté en un mutante (HT7) que en lugar de dehalogenar el haloalcano se une a ¢él
de forma covalente. Dicha metodologia se conoce como HaloTag®.” La proteina de
interés (POI, protein of interest) se fusiona con la enzima bacteriana modificada y el uso
de cloroalcanos sustituidos permite el correspondiente marcaje de la proteina. Este método
es aplicable en células vivas debido a la permeabilidad de los sustratos de haluros de alquilo,
sin embargo el gran tamafio de la etiqueta introducida (~ 33 KDa) puede intetferir con la

funcién nativa de las proteinas diana (Figura 39H).

La fosfocolina transferasa (AnkX) permite la transferencia enzimdtica covalente de
fosfocolina sobre una secuencia octapeptidica TITSSYYR especifica.l® Por ejemplo, la
enzima bacteriana de Legionella pneumophila puede transferir una fosfocolina funcionalizada
derivada de acetidina difosfato de colina (colina-CDP) a los extremos N y C terminales y
a posiciones internas de proteinas de interés. Dicha modificacién covalente puede
eliminarse hidroliticamente por la accién de la enzima de L. pnenmophila L.em3. Este método
resulta compatible con otros métodos ya existentes, ya que la secuencia de reconocimiento

no contiene cisteina u otros aminoacidos reactivos (Figura 391).
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3.4.- Métodos selectivos para el marcaje de aminoacidos naturales

Tal como se ha descrito en los apartados antetiores, en los dltimos afios se han desarrollado
nuevas estrategias de marcaje de proteinas, la mayorfa de las cuales se basan en la
introduccién de sondas fluorescentes o tags que permiten visualizar, rastrear, medir y
perturbar las proteinas en células vivas.!? Posteriormente, la codificacién genética de
aminoacidos no naturales y secuencias reconocidas por enzimas bacterianas permitié
introducir con precisién nuevas propiedades quimicas y fisicas en las proteinas.! Sin

embargo, estas metodologias requieren la modificacién genética de las proteinas de interés.

Los métodos que permiten el marcaje de protefnas en un solo residuo son de gran interés
porque posibilitan la obtencién de conjugados homogéneos y bien definidos y minimizan
el impacto de la modificacién en su estructura y funcién, facilitando asi su estudio y
aplicaciones terapéuticas. En estos momentos, la mayorfa de métodos que permiten la
modificacién de protefnas de manera unica se basan en la introduccién genética de amino
acidos no naturales o secuencias peptidicas. Existen muy pocos ejemplos de métodos
quimicos que permiten el marcaje de un solo residuo incluyendo la modificacién de
residuos de lisina con cantidades subestequiométricas de ésteres de NHS? o con
sulfonamidas o,B-insaturadas.!'1112 Mas recientemente, Cravatt y su grupo de investigacion
demostraron que los esteres de sulfotetrafluorofenil pueden ser utilizados para identificar
y modificar de manera cuantitativa residuos de lisina hiperreactivos que se encuentran en
proteinas.?? El grupo de Bernardes ha desarrollado un método basado en el uso de un
reactivo de acrilato de sulfonilo que permite la modificacién de un tnico residuo, siendo
la lisina con el pK, mas bajo la que se ve cinéticamente favorecida a pH ligeramente
basico.!? Los autores indican que la reaccién es regioselectiva y quimioselectiva dando
lugar a una conversiéon completa con solo un equivalente molar de reactivo, sin perturbar
la estructura secundaria de la proteina ni alterar su funcién. En el afio 2009, se desarrolld
una nueva estrategia de modificacién selectiva basada en la quimica del tosilo dirigida por
ligando (LDT, ligand-directed tosyl).!'* Esta técnica consiste en conectar un ligando y una
sonda a través de un tosilato. En primer lugar se produce la unién entre el ligando y la
proteina, después se induce un efecto de proximidad que permite la reaccién de la sonda
marcada con el tosilato con un aminoacido nucleofilico situado en la superficie de la
proteina diana mediante una reaccién tipo Sx2, juntamente con la liberacién simultinea
del ligando (Esquema 12). Este método ha sido aplicado a diferentes proteinas
demostrando su reactividad frente diferentes residuos incluyendo histidinas, tirosinas,

cisteinas, acidos glutimicos y asparticos.!!5
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Esquema 12. Técnica basada en LDT para marcar proteinas endégenas en células nativas vivas.
Tlustraciéon esquematica de la estrategia.

El grupo de Pentelute describié una secuencia peptidica LCYPWVY que puede fusionarse
en el extremo N- o C-terminal y permite la modificacién de la cisteina incluida en la
secuencia con derivados de aza-dibenzociclooctino (DBCO). La presencia de los otros
aminoacidos que forman la secuencia peptidica aumenta la reactividad de la reaccion de
hidrotiolacién de alquinos (tiol-ino) 220 veces, permitiendo la modificacién selectiva de
esta cisteina sin afectar otras cisteinas presentes en la proteina.!'® Finalmente, en marzo de
este afo 2019 se ha descrito un nuevo método de funcionalizacién regiodivergente
mediada por péptidos de afinidad que permite la sintesis de ADC (Antibody-Drug
Conjugates, conjugados anticuerpo-farmaco) a partir de anticuerpos de inmunoglobina G
(IgG) nativo con una tecnologfa llamada AJICAP.!'” Esta metodologia consiste en la
introduccion de tioles funcionalizados en residuos de lisina presentes en la IgG utilizando
para ello un péptido de afinidad que se une al fragmento de region cristalizable (Fc), la
regioén de la cola de un anticuerpo que interactda con los receptores de la superficie celular.
El péptido contiene una lisina modificada con el reactivo de Lomant (DSP, Ditiobis
(succinimidil propionato)) que se une covalentemente al anticuerpo tras la reaccion del
otro éster de N-hidroxisuccinimida con el residuo de lisina mas préximo. La reduccion del
enlace disulfuro del DSP permite la posterior modificacién del anticuerpo mediante
reaccion con el grupo tiol recién formado. Los ADC generados por esta nueva tecnologia
mostraron reconocimiento de antigenos y actividad antitumoral in vivo en estudios con
ratones con xenoinjerto. Estos conjugados son cada vez mas utilizados en oncologfa
clinica, puesto que poseen la capacidad de dirigir la administracién de farmacos a células
cancerosas, segin el reconocimiento especifico de la célula y la unién de un antigeno por
un anticuerpo monoclonal (mAb), proporcionando un nuevo enfoque para construir

biomoléculas complejas derivadas de anticuerpos.
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Esquema 13. Tecnologia AJICAP para la sintesis de ADC a partir de anticuerpos de IgG. Ilustracion
esquematica de la estrategia. Péptido: Péptido de afinidad.
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3.5.- Modificacion del extremo C-terminal y N-terminal de proteinas
Dentro del campo de investigaciéon centrado en el desarrollo de métodos para la
modificacion especifica y tnica de proteinas, poseen un papel muy importante los métodos

que se focalizan en los extremos N- y C-terminal de las proteinas.

3.5.1.- Métodos de modificacion del extremo C-terminal

Actualmente los métodos quimicos para llevar a cabo la conjugacién selectiva en la
posicién C-terminal son escasos. El principal problema es la selectividad, ya que hasta el
dia de hoy no existe ningiin agente capaz de activar de manera selectiva los carboxilatos
terminales sin actuar sobre las cadenas laterales de glutimicos o asparticos. Uno de los
pocos ejemplos de modificacién selectiva en esta posicion es la ligacion quimica nativa
(Native Chemical Ligation, NCL) basada en la presencia de tioésteres en la posicion C-
terminal que reaccionan con un residuo de cisteina presente en la posicién N-terminal de
un fragmento peptidico/proteico. A pattit de esta metodologfa, se han desatrollado
técnicas tales como EPL (Expressed Protein Ligation, ligacion de proteinas expresadas) y

PTS (Protein Trans-Splicing) que seran desarrolladas a continuacion.

e Ligacion Quimica Nativa (Native Chemical Ligation, NCL)

En el afio 1994, el grupo de Kent reporté la ligacion peptidica entre tioésteres y residuos
de cisteina dando lugar a un enlace amida “nativo”, reaccién que se denominé ligacion
quimica nativa (NCL).!"® La NCL consiste en la condensacién entre un segmento
peptidico/ proteico, que contiene un grupo tioéster en el extremo a-carboxilo, y el tiol de
un residuo de cisteina en la posicién N-terminal de la segunda biomolécula dando lugar a
un tioéster intermedio. Seguidamente se produce un reordenamiento (transferencia S-N
acilo) donde el tioéster formado como producto inicial de la ligacién experimenta una
rapida transferencia intramolecular irreversible como consecuencia de la disposicion
geométrica favorable (que involucra la formacion de un anillo de 5 miembros) del grupo
o-amino de la biomolécula para formar un enlace peptidico!!® (Figura 40A). Esta reaccién
se basa en la proximidad de los grupos funcionales implicados. Asi pues, la transferencia
S-N acilo es promovida por la orientaciéon geométrica de la amina y el tioéster basado en
los principios descritos por primera vez por Wieland y colaboradores.!'” Este método es
selectivo para el marcaje de proteinas porque consiste en la condensacion covalente de
estructuras peptidicas desprotegidas que contienen funcionalidades tnicas, mutuamente
reactivas disefladas para reaccionar sélo entre si y no con ninguno de los grupos

funcionales existentes en los péptidos. Por lo que a través de esta modificacion, es posible
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la unién de dos moléculas altamente funcionalizadas sin la necesidad de grupos protectores

y bajo condiciones fisiolégicas.
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Figura 40. Ligacién quimica nativa y técnicas basadas en NCL. A) Ligacién quimica nativa entre una
proteina que contiene un tioéster C-terminal que sufre una transtioesterificaciéon con la cisteina N-
terminal de otra biomolécula. Una transferencia S-IN acilo da como resultado un enlace peptidico
nativo. B) EPL: una proteina se expresa de forma recombinante y se fusiona con una inteina mutada
y un dominio de unién a quitina para facilitar la purificacion. La inteina mutada forma un tioéster,
pero no sufre un intercambio S-N acilo, lo que permite que la proteina recombinante se escinda
selectivamente de la quitina inmovilizada mediante tratamiento con una especie que contiene una
cisteina N-terminal. C) PTS: una protefna se expresa de forma recombinante fusionada con una
porcioén de una intefna dividida (IntC). La porcién complementaria de la inteina (IntN) es conectada
a una especie modificada. Cuando las dos inteinas se asocian de manera no covalente, se produce el
empalme para dar una proteina modificada.
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Este método supuso una revolucién en su momento ya que permite la modificacién,
sintesis y semisintesis de proteinas por métodos quimicos dando lugar a proteinas de mayor
tamafio que las que se pueden obtener unicamente mediante técnicas de sintesis de
péptidos en fase sélida (SPPS, solid phase peptide synthesis). Ademas, la NCL ha
posibilitado el marcaje de proteinas facilitando asi numerosos estudios de biologia
estructural,1?0:12L122123 -y ]a obtencion de  proteinas con  modificaciones
postraduccionales.!?* Técnicas como la EPL y PTS se basan en esta ligacién quimica
nativa.!? En la técnica EPL (Figura 40B), la proteina que presenta un tioéster en el extremo
C-terminal se obtiene mediante expresion de una forma recombinante fusionada a un
dominio inteina y a un dominio de quitina que facilita su purificaciéon. El grupo de
Goody!?¢ utilizé esta metodologia para introducir una hidroxilamina en la posicién C-
terminal, permitiendo asf su posterior modificacion selectiva mediante sondas modificadas

con grupos aldehido y cetona.

Por otro lado, la técnica PTS (Figura 40C) consiste en una proteina (exteina) que se expresa
de forma recombinante unida a un fragmento de inteina (Intc). La porcién complementaria
es otra intefna (Inty) que se expresa fusionada a otra proteina (exteina). Las dos mitades
de la intefna dividida se asocian de forma no covalente y se pliegan para dar lugar a una
inteina funcional. Esta sufre una reacciéon de empalme de proteinas pseudointramolecular
en la que las exteinas se unen entre si y la inteina se escinde asf misma. Esta técnica ha
permitido la incorporacién de la NCL en sistemas vivos facilitando el estudio de las
interacciones entre proteina-proteina, la sintesis de péptidos ciclicos'?” y la semisintesis de

proteinas in vivo.!28129
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3.5.2.- Métodos de modificacion del extremo N-terminal

La posicion N-terminal tiene unas caracteristicas Gnicas debido a que es la Unica amina
primaria presente en la estructura de la proteina que posee un enlace amida adyacente en
la posicion a, lo que influye ligeramente en su reactividad. En consecuencia, la mayorfa de
las metodologias descritas explotan esta peculiaridad de la posicion N-terminal para el

desarrollo de métodos especificos de modificacion de proteinas.

® Caracteristicas de grupos a-amina y e-amina

Los grupos amino presentes en las protefnas se pueden clasificar en dos grupos: el grupo
a-amina situado en la posicién N-terminal y los grupos e-amina de residuos de lisinas.
Estos grupos poseen pK, aproximadamente de 6-8 y 10.5 (para a-amina y para e-amina,
respectivamente), por lo que la basicidad de los grupos a-amina situados en la posicién N-
terminal es menor que la de las aminas alifaticas debido a los efectos inductivos cercanos

del grupo carbonilo (Figura 41).

pka Abundancia

B Lisina 10.5 5.9%
B Aspartico 3.5 5.3%
Glutamico 4.0 6.3%
Cisteina 8.0 1.9%
M N-terminal 6-8 Unico

Figura 41. Representacion esquemitica de la abundancia promedio de los aminoacidos cominmente
utilizados para la bioconjugacién, incluido los valores de pK; correspondientes a las cadenas laterales.
El valor promedio de pK, del grupo a-amino N-terminal es sustancialmente mas bajo que el de los
grupos e-amino de los residuos de lisina.

En la mayotia de los casos ambos grupos estan protonados a pH fisiologico y, por lo tanto,
aparecen predominantemente expuestos en la superficie de las proteinas, siendo facilmente
accesibles. Sin embargo, la protonacién disminuye drasticamente su reactividad. Como
consecuencia de la diferencia de pK,, los grupos e-amino de los residuos de lisinas requieren
pH mas elevados para ser desprotonados, por lo que se puede modular la reactividad de
los grupos a-amina y e-amino al ajustar diferentes valores de pH. A valores altos de pH
(8.5-9.5), ambas aminas primarias estarfan desprotonadas pero los grupos amino de la
cadena lateral de lisina mostratrfan mas reactividad hacia electréfilos. A un pH cercano al

neutro, los grupos a-amina situados en la posicion N-terminal son los mas reactivos puesto
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que tienen pK, mas bajos, de manera que la amina neutra y nucleéfila es la mas
predominante. A pH acido, todas las aminas estin protonadas y, por tanto, no son

nucledfilas (Figura 42).

Figura 42. Desprotonacion de diferentes tipos de grupos amino presentes en la estructura de la
proteina (la amina mas nucledfila esta rodeada en rojo). Los grupos de lisina e-amino son mas
nucledfilos, pero también mas dificiles de desprotonar. En general, un pH de 8.5 a 9.5 es éptimo
para modificar los residuos de lisina, mientras que un pH casi neutro favorece la modificacion
selectiva del extremo N-terminal.

Existen varios métodos descritos para la modificacién selectiva de proteinas en el
extremo N-terminal. Algunos de ellos utilizan la diferente reactividad de los «- y e-aminas
segun el pH, como es el caso de la conversién de aminas a azidas utilizando imidazol-1-
sulfanil azida,13! la acilacién con cetenas,'®2 la reaccion de transaminacién!'?? o la
aminaciéon reductora.!?* La acilaciéon de la posicion N-terminal utilizando un éster
activado como la N-hidroxisuccinimida (NHS) ha sido ampliamente utilizado para este
propésito. Sin embargo, incluso bajo condiciones de pH controladas, este método
presenta baja selectividad provocando también la modificacién de las cadenas laterales
de los residuos de lisina. Otros métodos basan su modificacién selectiva del extremo N-
terminal en la presencia proxima de determinados grupos reactivos. Dentro de este grupo
se incluye la NCL que permite la formacién de un nuevo enlace amida debido a la
presencia de una cisteina en el extremo N-terminal (las cisteinas interiores también
forman el correspondiente tioéster que se hidroliza porque no disponen del grupo amino
proximo responsable del ataque S/N). Existen otros métodos que dependen también de
la reaccién especifica de residuos situados en la posicion N-terminal. Por ejemplo, las
cistefnas N-terminales pueden reaccionar selectivamente con 2-cianobenzotiazol (CBT)
modificados (Figura 43A)!3 y los residuos de triptéfano N-terminales mediante reaccion
de Pictet Spengler con un aldehido (Figura 43B).1%13¢ De manera similar, la oxidacién

selectiva de 2-amino alcoholes presentes en residuos de serina y treonina para ser
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convertidos en aldehidos!® permite su posterior modificacién para dar lugar a
oxazolidinas!3$1% (Figura 43C). A continuacién en el siguiente apartado se describiran

brevemente algunos de estos métodos.
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Figura 43. Métodos de modificacién en la posicién N-terminal. A) Reaccién de Cys N-terminales
con CBT modificados; B) Reaccién de Pictet Spengler con aldehidos: C) Oxidacién de Ser/Thr en
la posicién N-terminal.

= Transaminacion
Una reaccion de transaminacion es una reaccion reversible en la que un grupo a-amino se
transfiere enzimdticamente de un o«-aminoacido a un a-cetoicido, convirtiéndose el

primero en a-cetoacido y el segundo en a-aminoacido.

En el contexto histérico, el grupo de Dixon comprobd que tras el éxito de la conversion
del residuo terminal de serina en grupos glicilo a través de una reaccién de
transaminacion, 40141142 cualquier residuo de aminoacido podia ser transformado a su
correspondiente residuo carbonilico mediante esta transformacién. De manera que
inspirandose en los trabajos de Metzler y Snell,'?y el grupo de Cennamo,!** Dixon y Moret
desarrollaron un nuevo método de transaminacién en presencia de sales de cobre (II) y a
temperatura ambiente. A pesar de estos avances, no fue hasta que el grupo de Francis!®
reexaminé el trabajo llevado a cabo por Cennamo!** sobre la transaminacién de
aminodcidos en presencia de piridoxal-5-fosfato (PLP, vitamina B6) a 100 °C, que esta

reaccion recibié mas atencion. Estos autores encontraron condiciones de reaccion mucho
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mas suaves para la modificacién de los residuos N-terminal de los péptidos (65 °C para
que la reaccién finalice en 2 h y 25 °C para lograr una conversion completa en 24 h). El
mecanismo de transaminacion catalizada por PLP se describe en la figura 44. La reaccion
entre la amina terminal y el PLP resulta en la formaciéon de una base de Schiff (a).
Posteriormente, el protén en posicion a del aminoacido se transfiere a la posicién 4°de la
unidad de piridoxal. (b y c). Finalmente, la hidrdlisis de la cetimina obtenida conduce al a-
cetoacido y fosfato de piridoxamina (d). El intermedio quinoide es importante para la
transformacién de la base de Schiff a la cetimina y se encuentra en todas las reacciones de
transaminacion descritas hasta la fecha. Finalmente, la reacciéon del carbonilo resultante
con hidroxilaminas funcionalizadas permite la introduccién de sondas en el extremo N-

terminal (e).
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Figura 44 Estructura del PLP y mecanismo de la transaminacion mediada por PLP. La ruta de
reaccién consiste en (a) reacciéon de condensacién entre PLP y la amina terminal; (b y ¢) la
tautomerizaciéon de la aldimina; (d) hidrdlisis de la cetimina resultante, acompafiada de

descarboxilacién en el caso del acido aspartico, (e) reaccién con hidroxilamina funcionalizada.

Aunque la cadena lateral no participa directamente en el mecanismo de la transaminacion,
se encontré un cambio significativo dependiendo del aminoacido en la posicién N-
terminal.'* En general, la mayorfa de los aminoacidos terminales propotrcionan altos
rendimientos de los productos de transaminacion, pero los residuos (His, Trp, Lys, Pro)
generan aductos estables con el PLP que no evolucionan. Otros residuos son
incompatibles con la técnica debido a reacciones secundarias (Ser, y Cys proporcionan
también productos de B-eliminacién) y el producto de transaminacién de Gln fue resistente

a la formacién de la oxima correspondiente.
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* Modificacion de grupos x-amino N-terminales utilizando cetenas
Este método fue desarrollado con el propdsito de tener una estrategia simple y general de
incorporacion de una molécula funcional con elevada selectividad. En un primer momento
el grupo de Che'#® estudi6 la ligacién N-terminal de péptidos a través de la formacion de
un enlace amida empleando los sistemas “[Mn(2,6-CLTPP)CI]|/alquino/H»0O”. Sin
embargo, la oxidacién de los residuos de cisteina y metionina obstaculizaban la aplicacion
de este protocolo en el campo de la bioconjugacién. Posteriormente, los mismos autores
se dieron cuenta que cetenas generadas 7 situ, eran los intermedios clave en la reactividad
y, pot lo tanto, su preparacion previa permitirfa abstenerse de la necesidad de utilizar un
oxidante. Con esta finalidad, prepararon una cetena funcionalizada con un grupo alquino
y estudiaron su uso para la modificacién selectiva de proteinas (Esquema 14).132
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Esquema 14. Modificacion selectiva de proteinas y posterior reaccion click catalizada con cobre.

La cetena present6 una excelente selectividad hacia la amina terminal incluso a pH
elevados. Ademas la presencia del alquino permitié la postetior incorporacién de sondas a
través de una reaccion de tipo click. Por el contrario, este método también presenta varias
desventajas. Los derivados de cetenas no estan disponibles comercialmente y requieren
por lo tanto su sintesis en varias etapas. Ademas, debido a su elevada reactividad hay que

tener especial cuidado en su almacenamiento para evitar su degradacion.
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* Modificacion de grupos N-terminal con o-aminofenoles
En este método de modificacion, Francis y su grupo de investigacion, establecen las
condiciones de acoplamiento oxidativo de s-aminofenoles a amino 4acidos en la posicién
N-terminal en presencia de ferticianuro de potasio.!#” En primer lugar la modificacion
ocurre en un solo paso, por lo que no se requiere la oxidacion inicial de la posicién N-
terminal y en segundo lugar, la rapida cinética de segundo orden permite utilizar bajas
concentraciones de reactivos de acoplamiento. Estudios previos con una biblioteca de
péptidos con la estructura XaaADSWAG (donde Xaa correspondia a diferentes residuos
en la posicién N-terminal) permitieron detectar la elevada reactividad de los residuos de
prolina. En cambio, estudios de modificaciéon de proteinas utilizando esta técnica
detectaron una reactividad moderada, haciendo necesario en algunos casos la introduccién
de un residuo de prolina en la posicién N-terminal mediante técnicas de mutagénesis para

aumentar la reactividad (Esquema 15).

0 ©
0 o o)
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Esquema 15. Modificacion selectiva de proteinas mediante acoplamiento oxidativo con o-
aminofenoles.
* Aminacién reductora

Las modificaciones descritas anteriormente mediante la acilacién del extremo N-terminal
eliminan la carga positiva 7z vive pudiendo modificar la funcién de la proteina en estudios
biolégicos asi como su desarrollo terapéutico. ILa aminacién reductora emplea
benzaldehido en presencia de cianoborohidruro sédico permitiendo la alquilacién de la
amina del extremo N-terminal.!** Fue necesario optimizar las condiciones de reaccién
(disolucién tampdn, pH) para minimizar la formacién de productos doblemente
modificados en el extremo N-terminal. Una vez optimizada, la reaccién es eficiente
(rendimientos del 80%) y altamente selectiva (>99:1) para la modificaciéon de péptidos y
proteinas en la posiciéon N-terminal, dando lugar a aminas alquiladas que mantienen la

capacidad de protonarse, aunque contiene ain pequefias cantidades de aminas doblemente

alquiladas (~16%) (Esquema 16).
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Esquema 16. Modificacion selectiva de proteinas mediante aminacién reductora.

Entre las ventajas de este método destacan que los derivados de benzaldehido con grupos
funcionales bioortogonales son comerciales, por lo que no es necesaria una sintesis de
varios pasos. Ademas, se lleva a cabo en condiciones suaves y en el caso de la necesidad
de introducir grupos funcionales bioortogonales, como el alquino y la cetona, podrian
insertarse en los extremos N-terminal en un solo paso para permitir el etiquetado
especifico. Cuando este método se aplicé a la modificacién de la insulina, se comprobd
que la proteina modificada resultante de la aminacién reductora era mas activa que la
modificada mediante un enlace amida.'* La metodologfa optimizada fue aplicada a un
baterfa de péptidos demostrando buenas conversiones en 19 de los 20 posibles residuos
N-terminal. La conversion en el caso de residuos de cisteina fue de solo el 42% junto con
otro 44% de formacién de la tiazolidina correspondiente. ILa formacién de tiazolidina se
debe a la reaccién intramolecular del tiol con el ion iminio. Esta observacién se respalda
en un estudio reciente llevado a cabo por el grupo de Gao donde las cisteinas N-terminales
pueden reaccionar con benzaldehido en condiciones acidas (pH=5) para formar

tiazolidinas en 48 h mientras que esta reaccién puede ser acelerada a pH supetiores (6.1).148

* Modificaciéon de grupos N-terminal mediante reactivos de

acoplamiento basados en triazina.
Como se ha visto en apartados anteriores, se han desarrollado varios métodos de
modificacién especifica de N-terminal. El control del pH del medio de reacciéon resulta
clave para la modificacion especifica, ya que aprovecha las diferencias de pK, de los grupos
o y e-amino. Recientemente Kitanaka ha desarrollado una metodologfal* que consiste en
el uso de DMT-MM (clotruro de 4-(4,6-Dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metil-morfolinio), un
potente reactivo de condensacién para formar enlaces amida incluso en disolucion
acuosa.!® La estrategia se basa en la formacién del correspondiente acido activado
mediante reaccion con DMT-MM y su postetior reaccion con la proteina a pH 7, dando
lugar a modificaciones con moderada selectividad. Este método ha sido aplicado por los
autores para la introduccion de sondas como el acido 4-(guanidinometil) benzoico (Gmb)

que facilitan el analisis de proteinas por espectrometria de masas.
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Figura 45. Estructura de cloruro de 4-(4,6-Dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metil-morfolinio DMT-
MM vy el acido 4-(guanidinometil) benzoico (Gmb) utilizados para la derivatizacion selectiva de
proteinas en el extremo N-terminal previa a su estudio por EM.

Se han descrito las metodologfas existentes para la modificacion de proteinas en el extremo
N-terminal. De las técnicas descritas, la aminacion reductoral®* desarrollada recientemente
junto con la modificacion en la posicion N-terminal mediante la reaccion de
transaminacién mediada por PLP,'3* son probablemente los mejores procedimientos de
modificacion selectiva de N-terminal desarrollados hasta el momento. A pesar de esto, la
mayoria de los métodos descritos tienen sus ventajas y limitaciones. Asf pues, el desarrollo
de métodos alternativos y complementarios de modificacién de proteinas que actaen de
manera selectiva sobre el extremo N-terminal sigue siendo un tema de gran interés. En el
segundo capitulo de esta tesis se ha trabajado en el desatrollo de un nuevo método para la
modificacion selectiva de proteinas mediante el uso de estructuras derivadas del acido

escuarico.
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4.- Acido escuarico y derivados

4.1.- Estructura y propiedades del acido escuarico
El acido escuarico es un acido fuerte con valores de pK, comparables con los del acido
sulfarico. El correspondiente dianién se caracteriza por tener valores de acidez

inusualmente elevados.

| PKa =084 0.54 | PK=358 358 O P
o)=lo
o 0

Esquema 17. Acido escuirico y los correspondientes pK, del dianion (pKa = 0.54; pKaz = 3.58).

La facilidad de la formacién del dianién se debe a que se produce un aumento de la
aromaticidad en relacion a la especie protonada (en concordancia con la regla de Hiickel

4n+2; n=0).

4.2.- Sintesis y reactividad de derivados de acido escuarico

La reactividad del acido escuarico es mas compleja que la de un acido dicarboxilico
“convencional”, por lo que diversas estructuras derivadas del acido escuarico presentan un
gran interés.!>! Dado que el 4cido escudrico es insoluble en la mayor parte de disolventes
organicos y tras el descubrimiento de varias vias sintéticas, se empez6 a prestar un gran
interés por los derivados de ésteres alquilicos del acido escuarico. Los ésteres alquilicos del
acido escuarico normalmente se sintetizan por condensacion del acido libre con su
respectivo alcohol o mediante alcoholisis del dicloruro de 4acido escuarico.!? Por otro lado,
la amidacién sucesiva de los ésteres del acido escuarico da lugar a las escuaramidas. Esta
reaccion es una via importante para la sintesis de bisamidas asimétricas con aplicaciones

que van desde la preparacion de antibiéticos hasta la obtencién de organocatalizadores.!>?

La primera reaccién para la obtencion de ésteres de acido escuarico fue llevada a cabo
pot Cohen.!> La accién del diazometano en el acido escudrico y postetior reaccion de la
sal de plata con yoduro de metilo, dio lugar al éster dimetilico del acido escuarico.
Compuestos con cadenas alquilicas de mayor longitud pueden ser preparados mediante
transesterificacion o a través de la reaccién del acido escuarico con un exceso del alcohol
correspondiente.!’> Las escuaramidas se obtienen a partir de reacciones de derivados de

escuaratos con un exceso de aminas alifticas primarias o secundarias bajo condiciones
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suaves y con elevados rendimientos permitiendo la obtencién tanto de escuaramidas

simétricas como asimétricas.

La sintesis de escuaramidas simétricas fue descrita también por primera vez en 1966
por el grupo de Cohen'>* a partir del dimetil escuarato en condiciones suficientemente
basicas. En un solo paso de reaccién, con un exceso de la amina correspondiente o bien
afiadiendo NEt; como base, se obtienen escuaramidas simétricas con elevados

rendimientos.

La sintesis de escuaramidas asimétricas fue descrita por primera vez en 1991 por Tietze
y colaboradores y se preparan a partir de amidacién secuencial de ésteres de 4cido
escudrico.!>> Ambas reacciones proceden a temperatura ambiente pero la segunda reaccién
requiere de condiciones mas basicas (un exceso de amina o el uso de NEt3) permitiendo la

formacion secuencial de la mono-amida y la bis-amida deseadas (Esquema 18)

0 o NHR3R, (exceso) 0 0

Oy ° NHR,R, INEL,
t.a. ta.
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R,R{N OEt R,R{N NRsR,

Esquema 18. Sintesis de escuaramidas asimétricas a partir del dietil escuarato.

La baja reactividad de la mono-escuaramida comparado con el diéster de partida puede ser
explicada por el aumento de la estabilizacion debido a la aromaticidad. Este incremento de
la aromaticidad se ha visto corroborado mediante cilculos tedricos.15¢ Mis recientemente,
en el afio 2010, Taylor y su grupo de investigaciéon!® describieron otro método el cual ha
sido ampliamente utilizado en la preparacion de escuaramidas simétricas y asimétricas. En
primer lugar, las escuaramidas simétricas pueden ser preparadas utilizando como
disolvente tolueno/DMF en presencia de un acido de Lewis como catalizador (Zn(OTf)2)
(Esquema 19B), evitando asi la formaciéon de subproductos (isémeros de escuarina y
monoésteres de escuaramida, Esquema 19A). A través de una simple modificacién de este
método, los mismos autores describieron la sintesis de escuaramidas asimétricas (Esquema

19B).157

179



A) +
o o o] 0 o] 0 o] NHAr
=GN G- G =
—_—
S
RO OR ArHN NHAr ArHN OR ArHN (o)
escuaramida escuaramida escuarina
monoéster
0 e}
ArNH, (2.1 eq.)
Zn(OTf),
B) tolueno/DMF ArHN NHAr
100°C
6] 0O
Ar,NH; (1.1 eq.)
j;/( Zn(0Tf),
EtO OEt 0 o tolueno/DMF o) 0
100°C
AryNH; (1 eq.) —_—
Zn(OTf),, EtOH AryHN OEt AriHN NHAr,

23°C

Esquema 19. A) Formacién de escuarinas y monoésteres de escuaramidas como subproductos en
la sintesis de N,N ~Diarilescuaramidas. B) Sintesis de N,N “Diarilescuaramida simétricas (superior)
y asimétricas (inferior) en presencia del catalizador Zn(OTf)s>.

4.3.-Aplicaciones generales

A lo largo de los afios han surgido numerosas aplicaciones debido a las inusuales
propiedades fisico quimicas de los derivados de escuaramida. Solo en los dltimos 5 afios
se han publicado mas de 700 articulos con la palabra clave escuaramida. Por tanto, las
escuaramidas y sus derivados representan un importante grupo de estructuras que
actualmente se estan aplicando con éxito en diversos campos de la quimica organica e

inorganica, y cada vez adquieren mayor interés en el campo de la quimica médica.

Muchos procesos biolégicos se basan en el reconocimiento molecular entre un sustrato
y su correspondiente enzima, por lo que son importantes las interacciones aniodnicas y
catibnicas entre ambos. En este campo las escuaramidas surgen como alternativa al uso de
ureas y tioureas.!®® Presentan unas caracteristicas mejoradas, como su comportamiento
dual, ya que se comportan como aceptores y dadores de enlaces de hidrégeno. Ademas
presentan rigidez estructural y una mayor distancia de enlace entre los dos grupos N-H (en
la NN’-dimetiltiourea es 2.13 A y en la N,N’-dimetilescuaramida es 2.72 A). Ademas, las
propiedades de estas estructuras como receptores aniénicos sintéticos, ya que forman
fuertes interacciones con especies cargadas negativamente, conllevé a que fueran utilizadas
como potentes organocatalizadores bifuncionales en sintesis asimétrica (Figura

46).153,158159,160 Al mismo tiempo, debido a su gran afinidad aniénica, especialmente hacia
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aniones cloruro, los derivados de escuaramidas también surgen como alternativa a las
tio(ureas) en el campo del desarrollo de transportadores aniénicos transmembranas
(Figura 46)!9! con potenciales actividades bioactivas.!> Por ejemplo, el uso de un derivado
de escuaramida capaz de aumentar el transporte de aniones cloruro en el lisosoma provoca
la inhibicién de autofagia y la induccién de apoptosis.!®3 Asimismo, se ha observado que
algunos derivados de escuaramida presentan también actividad como agentes
antiparasitarios para el tratamiento de la malaria o la enfermedad de Chagas,!04165166
como inhibidores de quinasas!'¢’-!%® o tienen efectos antiproliferativos en células
tumorales (Figura 46).19 Por udltimo, cabe destacar la inclusiéon de escuaramidas en
productos bioactivos como bioisdsteros de acidos carboxilicos,'”” aminoacidos,!”!

ureas,!”? guanidinas!”™ o fosfatos.!74175
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Figura 46. Algunos ecjemplos de aplicaciones generales de derivados de escuaramida:
organocatalizadores bifuncionales, potente antagonista del receptor de histamina Ha, bioisosteros
(fosfatos), agentes antipatasitarios (tratamiento de la malaria o enfermedad de Chagas), receptores
iénicos, inhibidores de quinasas y en el desarrollo de métodos para la bioconjugacién de proteinas.
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Aparte de su uso como organocatalizadores y en aplicaciones de quimica médica, las
escuaramidas también han sido utilizadas para el desarrollo de métodos para la
conjugacion de carbohidratos, proteinas y anticuerpos.!’615%177 L4 menor reactividad
de las mono-escuaramidas formadas a partir de reaccién de diésteres del acido escuarico
permite su preparacién y, en condiciones mas basicas, su posterior conjugacién con
biomoléculas. El primer ejemplo de esta aplicacion fue descrito por Tietze y colaboradores
que utilizaron el dietil éster del acido escudrico para acoplar la p-aminofenilo 2-acetamido-
2-desoxi-3-O-g-D-galactopiranosilo-f-D-galactopiranosido  (gal-f 1,3-galNAc) a la
albamina sérica bovina o BSA. La modificacion se produjo en dos pasos independientes y
consecutivos. Primeramente tiene lugar la reaccién de gal-g 1,3-galNAc con el diéster del
acido escuarico. Después, la monoamida formada es conjugada a pH 9 con los residuos de
lisina de la BSA.'78 La postetior cuantificacién permitié determinar aproximadamente 15
unidades de oligosacaridos por molécula de BSA. La glicoproteina obtenida fue entonces
empleada en la deteccion de receptores especificos de antigenos T en diferentes lineas
celulares tumorales. Este tipo de acoplamiento tiene un gran interés debido a que estos
conjugados pueden ser utilizados para atacar células de manera selectiva,'’18 para la
generacion de vacunas sintéticas utiles para el tratamiento de enfermedades infecciosas y
el cancer'® y para la deteccién de lectinas.’®! Desde entonces se ha utilizado esta
metodologifa para la preparacién de varios bioconjugados que seran explicados con mas

detalle en el apartado de Resultados y Discusion.

4.4.- Desarrollo de un método especifico de modificaciéon de proteinas

basado en escuaratos

Aunque en los ultimos afios se han descrito varios métodos de modificacién especifica de
proteinas, existe aun un gran interés en el desarrollo de nuevas estrategias y métodos que
complementen y superen las limitaciones de los existentes y amplien el abanico de

herramientas disponibles.

Como se ha comentado en apartados anteriores, el uso de derivados de escuaramidas para
la bioconjugacion de proteinas con oligosacaridos o moléculas organicas permite modular
las propiedades de las biomoléculas con métodos suaves y de gran versatilidad. Ademas,
las proteinas y péptidos modificados resultantes son herramientas esenciales para el estudio
de procesos biologicos, para la caracterizacion de la actividad de proteinas y patra el
tratamiento de enfermedades. Todos los ejemplos descritos hasta el momento se basan en
la modificacién no selectiva de residuos de lisina a pH basico o en la modificacion de

cistefnas situadas en el extremo N-terminal, aunque esta modificacién solo ha sido

183



estudiada en péptidos de pequefio tamafio. Debido al creciente interés para el desarrollo
de métodos selectivos de modificacion de proteinas que actien sobre residuos especificos,
este capitulo 2 se centra en el desarrollo de un método especifico de modificacién de

proteinas mediante el uso de estructuras derivadas del 4cido escuarico.
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OBJETIVOS







El segundo capitulo de la presente tesis se desarrolla en el ambito de la modificacion
quimica de las proteinas como una herramienta importante en el campo de la biologfa
quimica. En esta técnica de bioconjugacion se combinan caracteristicas de la quimica
sintética y de la biologfa molecular. Aunque en los ultimos afios se han descrito varios
métodos de modificacién de proteinas, existe un gran interés en el desarrollo de nuevas
estrategias y métodos complementarios que superen las limitaciones de los existentes. En

este contexto, se ha planteado el siguiente objetivo general:

= Desarrollar un método especifico de modificacion de proteinas en condiciones
suaves y biocompatibles mediante el uso de estructuras derivadas del acido

escuarico.
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RESULTADOS Y DISCUSION







1.-Aplicaciones de los derivados del 4cido escuarico

La posibilidad de formar enlaces de hidrégeno y el caricter aromatico del anillo en
combinacién con la rigidez estructural de los escuaratos y escuaramidas ha facilitado que
estos compuestos sean estudiados como ligandos quirales en catélisis asimétrica,!3315%189
como isosteros de acidos carboxilicos,!” aminoacidos!”! y fosfatos!™ y como moléculas
biolégicamente activas.!®® Ademds, las escuaramidas pueden sintetizarse a partir de
esteres del acido escudrico mediante condiciones suaves y en disoluciones acuosas, lo
que las convierte en estructuras idoneas para la bioconjugacién y la quimica
supramolecular. Como se ha explicado en la introduccién de este capitulo, los diésteres
del acido escuarico reaccionan de manera muy rapida para formar mono-escuaramidas,
mientras que la posterior modificacién de esta mono-escuaramida para formar una bis-
escuaramida requiere de condiciones mas drasticas. La diferencia en la reactividad entre
las estructuras mono/bimodificadas ha permitido el uso de ésteres del dcido escuatico
pata la modificacion selectiva de proteinas.'®> Esta técnica ha sido utilizada para la
preparacion de glicoproteinas y en menor medida para la modificacion de péptidos y
proteinas (PEGilacién, inmovilizacién sobre supetficies).!®? Las modificaciones se
producen a valores de pH ™ 9 y presentan una elevada selectividad para residuos de lisina.
Este método tiene una serie de ventajas como es una mayor estabilidad frente a la
hidrdlisis, comparado con los ésteres activados de N-hidroxisuccinimida (NHS), y
tolerancia ante la presencia de alcoholes, argininas e histidinas. Presenta también ciertas
desventajas. Asi pues, su elevada reactividad junto con la abundancia de los residuos de
lisina causa una proporcion alta de marcajes por proteina. Esta propiedad puede ser
interesante, por ejemplo, en la creaciéon de conjugados para la obtencién de vacunas en
los que es preferible la unién de mdaltiples antigenos por proteina. En cambio, esta
multiplicidad puede ser contraproducente en otros casos como el marcaje de proteinas
con sondas fluorescentes en las que un exceso de marcaje puede producir una
disminucién del rendimiento cuantico de los conjugados. De manera similar, la
modificacion de residuos al azar puede dar lugar a mezclas heterogéneas de proteinas y
modificar sus propiedades y actividades. Asf pues, el desarrollo de métodos selectivos de
modificacion de proteinas es un campo de investigacién que en los dltimos afios ha

despertado un creciente interés.
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La selectividad de dialquil escuaratos para la modificacién de proteinas ha sido objeto de
estudio y presenta ciertas controversias. Aunque los resultados previos anteriormente
descritos han demostrado su uso para la modificacién proteica actuando de manera
selectiva sobre residuos de lisinas a pH ~ 9 (Figura 47A). Otros estudios preliminares
realizados con el éster metilico del dihidrocloruro de lisina (H-Lys-OMe) sugirieron que
mediante la modulacién del pH se podtia conseguir cierta selectividad para los grupos a-
amino vs e-amino.'® Ademas, en condiciones neutras (pH = 7) se detectd la reaccion
quimioselectiva de escuaratos con el grupo a-amino de residuos de cisteina situados en
el extremo N-terminal. La reaccién parece proceder probablemente a través de una
transferencia intramolecular S-N de acilo ya que no se observé reacciéon con el B-
mercaptoetanol y s con la B-mercaptoetilamina (Figura 47B).18¢ Los autores justifican
que esta reaccion quimioselectiva tiene lugar en un disolvente acuoso cuando el pK, del
grupo tiol disminuye por la presencia de un grupo amino préximo. Posteriormente, los
mismos autores estudiaron el uso de escuaratos presentes en monocapas
autoensambladas (SAM, del inglés self-assembled monolayers) para la inmovilizacién de
péptidos que contienen residuos de cisteina. Asi pues, mientras en condiciones
ligeramente acidas (pH=5.5) se produce la inmovilizacién selectiva de péptidos que
contienen cistefnas en la posicion N-terminal, a pH superiores (7.5), también pueden ser
inmovilizados los péptidos que contienen residuos internos de cisteina, incluso si tiene
el extremo N-terminal acetilado (Figura 47C).187 Posteriormente se demostré la rapida
modificacién de péptidos con escuaratos ciclicos a pH neutro.!®8 La reaccién se produce
tanto con residuos de lisina como de cisteina, sin especificar si es posible modular una

reaccion selectiva para un residuo concreto (Figura 47D).
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Figura 47. Estudios previos han explorado la modificaciéon de proteinas con escuaramidas con
diversos resultados. A pH elevados se produce la modificacién mediante reacciéon con residuos de
lisina (A). A pH inferiores (pH 7) solo se obsetva reaccion con tioles que estén en B de un grupo
amino (B). Algunos trabajos observan reaccién especifica con cisteinas N-terminales a pH 5.5 y
reaccién con cisteinas internas a pH 7.5 (C). A pH neutro la reacciéon se produce con escuaratos
ciclicos tanto con residuos de lisina como de cisteina (D).

Con el objetivo de explorar métodos alternativos que permitan modificar de manera
selectiva proteinas, se decidié explorar el uso de dialquil escuaratos y, mas
concretamente, el dibutil escuarato (3,4-dibutoxiciclobut-3-eno-1,2-diona). En base a la
informacién y resultados previos, se considerd que estas estructuras poseen un gran
potencial para conseguir un marcaje selectivo de proteinas dependiente del pH, teniendo

como potenciales sitios de reaccion los residuos de cisteina y el extremo N-terminal.

El extremo N-terminal de las proteinas tiene unas caracteristicas Ginicas que permiten su
modificacién especifica. No solo se encuentra mas expuesto al medio y, por lo tanto,
mas accesible a interaccionar con teactivos,!” sino que su diferente valor de pK; (6-8)

puede ser empleado para modificar esta posiciéon utilizando reacciones quimicas
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dependientes de pH. Ejemplos de estrategias que utilizan esta diferente reactividad han
sido mencionados en la introduccién de este capitulo e incluyen la conversion de aminas
a azidas utilizando imidazol-1-sulfonil azida,!3! la acilacién con cetenas'?? y la aminacion
reductiva,!3* entre otros métodos. Asi pues, mediante control del pH y la presencia de
agentes reductores que eviten la oxidaciéon y consiguiente bloqueo de los tiolatos, se
plante6 el desarrollo y la caracterizacién de un método para la modificacién especifica

de proteinas basado en el uso de derivados del acido escuarico.

2.- Modificacién especifica de proteinas con diésteres del acido
escuarico

2.1.- Modificacién de proteinas con dibutil escuarato

2.1.1- Modificacion de la insulina con dibutil escuarato

Como primera aproximacion se estudi6 la reaccién del dibutil escuarato con la insulina,
una proteina pequefia de peso molecular 5807.65 Da formada por dos cadenas unidas
por tres puentes de disulfuro (Figura 48), y que debido a su tamafio puede ser facilmente

analizada por espectrometria de masas (EM).

La espectrometria de masas permite la identificacién de compuestos presentes en una
muestra a través de su ionizacién que permite generar moléculas cargadas (72/3). Asi pues,
el espectro de masas es un grafico de intensidad donde se representa la abundancia relativa
de los distintos iones en funcién de su relacién 7/z. Este término se obtiene dividiendo
la masa atémica o molecular de un ion por el nimero de catgas g que tene el ion (/3 =
[ + 2 (H"]*7/3), donde H* corresponde a la masa de un protén = 1.008 Da). En modo
positivo, el nimero de especies cargadas depende del numero de residuos basicos que
pueden ser protonados. Teniendo en cuenta que el rango de masas en el que trabaja el
equipo que utilizamos es de 50 - 1500 Da, para obtener la masa de grandes moléculas es
necesario realizar la deconvolucién de los espectros de masas obtenidos. Este proceso se
basa en la identificacién de los iones con multiples cargas que correspondan a un mismo
peso molecular. Estos analisis se llevaron a cabo con el software libre, MagTran que utiliza
el algoritmo Zscore para la deteccion de los picos del espectro, asignar distribuciones de
estados de carga a los picos identificados y en base a esto determinar una masa molecular

pata la proteina.'?!

La insulina estd formada por 51 aminoacidos distribuidos en dos cadenas, A y B, que

contienen 21 y 30 aminoacidos, respectivamente. Posee 6 residuos de cistefna que estan
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formando 3 enlaces disulfuro, dos de ellos unen las dos cadenas mientras otro es un puente
disulfuro intramolecular que se encuentra en la cadena A. La insulina también presenta un

residuo de lisina (cadena B) y dos extremos N-terminales (Gly y Phe) (Figura 48).

Cadena A

Figura 48. La insulina esta formada por dos cadenas A (azul) y B (rosa) unidas mediante tres enlaces
disulfuro.

Como primera aproximacién se estudié la posible reaccion de los residuos de cisteina con
dibutil escuarato (40). Con este fin, se hizo un tratamiento previo con un agente reductor
(la fosfina hidrosoluble tris (2-carboxietil) (TCEP)) para reducir los enlaces disulfuro y
dejar libres los grupos sulthidrilos. La reducciéon completa, entendida como la desaparicion
del producto de partida y la aparicion de dos nuevos compuestos correspondientes a las
cadenas A y B se comprob6 mediante cromatografia liquida acoplada a EM, obteniéndose
asf dos especies con las siguientes masas moleculares 2383 (calcd. para CooHis5N25035S4,
[M+H]*= 2384.01) y 3429 (caled. para CissH23aN4OpSz, [M+H]*= 3428.69)

correspondientes a la cadena A y cadena B respectivamente (Figura 48A y B).

T'ras la incubacion con TCEP durante una hora, se afiadié el dibutil escuarato manteniendo
la reaccion 3 h bajo agitacion a temperatura ambiente en disolucién tampén fosfato 0.1 M
a pH 6.5. Mientras 10 eq. resultaron insuficientes, con 20 eq. se obtuvo la completa
modificacion de la proteina. Fl tratamiento con dibutil escuarato realizado con la insulina
reducida, resulté en la formacién de dos nuevas especies correspondientes a las
modificaciones de la cadena A y de la cadena B con una unidad de dibutil escuarato en
cada una de ellas [M+H]* = 2535 y [M+H]* = 3582 (Figura 49C). Aunque se ha descrito
que el acido escuarico puede ser reducido a ciclobutanooctol mediante tratamiento con
TCEP, en ningin caso se observo la conversion de los diésteres de escuarato en otro

producto.!?
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Figura 49. La insulina tratada previamente con TCEP (A y B) reaccioné con dibutil escuarato
resultando en la formacién de dos nuevas especies que corresponden a la incorporacién de una
unidad de dibutil escuarato en cada una de las cadenas (C). Los iones moleculares corresponden a la
cadena A modificada 2535 (caled. para Cio7H163N25038S4, [M+H]* = 2535.05) y la cadena B
modificada 3582 (caled. para CiesH242N49O4sS2, [M+H]™ = 3580.74). Los espectros de masas
originales antes de ser deconvolucionados pueden verse insertados.

Teniendo en cuenta la secuencia de la insulina y las condiciones de la reaccién, existen
diferentes puntos potenciales de reaccién como son los grupos amino de la cadena lateral
de lisinas, los grupos sulfhidrilos de la cadena lateral de cisteinas, el anillo de imidazol de
residuos de histidinas!® o el grupo a-amino del extremo N-terminal. La reactividad de las
cadenas laterales de estos aminoacidos depende en gran medida de las condiciones del
medio. Asf pues, cuando el pH es inferior al pK,, los grupos se encuentran protonados, y
si el pH es superior al pK,, el grupo ionizable estara desprotonado y por tanto

potencialmente nucledéfilo.

Los valores de pK, de las cadenas laterales de los aminodcidos, si estuvieran completamente
expuestos al disolvente sin verse afectados por la presencia de fuerzas electrostaticas, se
conocen como valores de pK, intrinseco (pKing) y serfan los siguientes: Cys (pK, 8.5-9.5),

His (pK. 6-7), Lys, (grupo e-amino pK; 10.5) y posicién N-terminal (grupo a-amino pK,=6-
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8).194 Conociendo estos valores y el valor de pH del medio se puede calcular la proporcion
exacta de cada poblacién que viene determinada por la ecuacién de Henderson-

Hasselbach:

[HA]
[A7]

pH = pK, — log

Por ejemplo, en condiciones fisiolégicas (pH = 7.4), el grupo sulfhidrilo, que posee un pK,
alrededor de 8.4, presenta aproximadamente el 10% de los grupos sulfhidrilos
desprotonados, por lo tanto cargados negativamente y nucledfilos y esta proporcion
disminuye al 1% a pH 6.5. A este valor de pH también encontrarfamos un 25% de anillos
de imidazol desprotonados y entre un 10-50% de la posicion «-amino terminal
desprotonada mientras que el efecto sobre las cadenas laterales de los residuos de lisina
seria residual. Pero ademas estos valores de pK, pueden verse afectados por efectos de
proximidad que se producen en protefnas. Un estudio reciente analizando 541 valores de
pK descritos experimentalmente para 78 proteinas indica que estos valores pueden variar
de manera muy amplia situandose en los siguientes rangos: His (2.4 2 9.2), Cys (2.52a 11.1),

Lys (5.7 a 12.1) y el grupo a-amino terminal (6.8 a 9.1).194

Con el fin de investigar los puntos potenciales de reaccién, se procedié a estudiar la
modificacion de la proteina con dibutil escuarato tras el bloqueo de los residuos de cisteina.
Para ello, se realizaron dos experimentos diferentes. En primer lugar, se bloquearon las
cistefnas con N-etilmaleimida (NEM). Las cisteinas reaccionan de manera especifica con
electrofilos como maleimidas en un rango de pH de 6.5 a 7.5.1% Como primera
aproximacion se utilizaron 10, 20 y 50 eq. de NEM respecto a la concentracién de proteina,
pero no fue hasta la adicién de 100 eq. de NEM cuando tanto los tioles de la cadena A
como de la cadena B reaccionaron de manera completa, como se comprob6 mediante
analisis por EM (Seccién Experimental, Figura 77). El analisis posterior de la reaccién con
dibutil escuarato indic6 que aunque se produjera un bloqueo total de los residuos de
cisteina, se podia seguir observando un incremento de masa que correspondia a la adicién
de una unidad de dibutil escuarato. Las especies que se identificaron tras este experimento
correspondfan a la cadena A con los cuatro residuos de tiol bloqueados por reacciéon con
NEM [M+H]*=2883.4 (calcd. para Ci23H183N20043S4 [M+H]* = 2883.20) y la cadena B
con las dos cistefnas bloqueadas e incorporacién de una unidad de dibutil escuarato
[M+H]*= 3831.6 (caled. para Ci78H255N42040S:, [M+H]* = 3830.83 (Seccion

Experimental, Figura 78). Como estudio complementario, se caracteriz6 la modificacién
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de la proteina oxidada, con las cadenas A y B unidas mediante 3 puentes disulfuro, y
consiguientemente con los grupos sulfhidrilos bloqueados. Con esta finalidad se incubaron
20 eq. de dibutil escuarato con la proteina en una disolucién tampén de fosfato 0.1 M a
pH 6.5. Tras 3 h de reaccién a temperatura ambiente, se analizé la muestra por EM
observando la desaparicién de la insulina de partida y la aparicién de una nueva especie

que corresponde a la conjugacién de la insulina con una y en menor medida dos unidades

de escuarato (Figura 50B).
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Figura 50. Estados de carga detectados y espectro deconvolucionado obtenido mostrando el ion
molecular correspondiente. A) Insulina y B) Especie obtenida tras la incubacién de insulina con 20
eq. de dibutil escuarato a pH 6.5. Los espectros de masas originales antes de su deconvolucién
pueden verse insertados. La insulina doblemente modificada no es visible en el espectro
deconvolucionado debido a que la presencia de una sola especie [M+5H]>* no es suficiente para que
el software MagTran pueda analizarla.

Estos resultados indican que en las condiciones de reaccién utilizadas se produce la
modificacion de la proteina. Aunque no se puede descartar la modificacion de residuos de
cisteina en las muestras previamente reducidas mediante tratamiento con TCEP, los

estudios posteriores realizados con insulina oxidada y con la proteina reducida y tratada

con NEM indican al menos la participacién de otros grupos funcionales adicionales.
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2.1.2.- Digestioén proteica de una insulina modificada

Para estudiar con mas detalle el sitio de modificacion, se procedié a la digestién de la
proteina mediante la incubacién con diferentes proteasas (tripsina, quimotripsina y
endoproteinasa Glu-C). La tripsina es una serina proteasa que escinde los péptidos en el
extremo carboxi o posicién C-terminal de los aminoacidos lisina y arginina. Por otro lado,
la quimotripsina cataliza la hidrélisis de los enlaces peptidicos en C-terminal de los residuos
de tirosina, fenilalanina, triptéfano y leucina. Ambas proteasas resultaron en hidrolisis
parciales o dieron lugar a péptidos demasiado largos sin proporcionar la suficiente
informacién. Por estos motivos, se recurtio a una tercera serina proteasa, la endoproteinasa
Glu-C aislada de Staphylococcus anrens V8 y cuya especificidad depende del pH y la disolucién
tamponada utilizada. Asi pues, a pH 4 y en acetato amonico actia de manera especifica
sobre residuos de acido glutimico mientras que en bicarbonato aménico (pH 7.8) actua

ademas sobre residuos de 4acido aspartico, aunque con menos actividad.

En la tabla 10 se pueden observar los resultados de los experimentos realizados y en la
figura adjunta se indican los fragmentos esperados para cada cadena. En la primera
columna, se describe la reaccién que se ha llevado a cabo en la que se indica el orden de
adicion. La segunda columna presenta la secuencia de aminoacidos de los fragmentos
peptidicos esperados tras la digestion, junto con su férmula molecular y la masa calculada
para cada uno de ellos. Finalmente, en la dltima columna se puede ver el ion molecular
encontrado por EM. Los fragmentos peptidicos encontrados resultantes de la digestién de
la insulina reducida suponen una cobertura del 100% de la secuencia, siendo la cobertura
el nimero de péptidos obtenidos tras la digestién frente al numero de péptidos tedricos
que se pueden obtener. La Figura 79 de la Secciéon Experimental muestra los

cromatogramas correspondientes.
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CADENA A

‘.
\ - NH2-GIVEQCCTSICSLYQLENYCN-COOH
W =W NH2-GIVE
QCCTSICSLYQLE
NYCN-COOH
~
CADENA B

NH2-FYNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT-COOH

S NH2-FVNQHLCGSHLVE
,m--»‘ ALYLVCGE

5 RGFFYTPKT-COOH
——-
Masa Masa
Reacciéon Fragmentos esperados Férmula calculada encontrada
molecular [M+H]*/ [M+H]*/
[M+2H]?* [M+2H]?*
GIVE CisH3N4O7 417.24 417.23
QCCTSICSLYQLE Ce1HooN1502283 1490.63 1490.66
Insulina + NYCN C20H2sN6OsS 513.18 513.18
TCEP +
endoGlu-C
FVNQHLCGSHLVE CosHooN19O19S 1482.72 1482.76
ALYLVCGE CxHeNsO1S 867.43 867.44
RGFFYTPKT Cs4H77N15015 1116.58 1116.62
X)GIVE CasHaoN4Ono 569.28 569.28
Insulina + OQQCQTSICSI YQLE (EG‘)HIO'/NISOZSS} 821.84 -
TCEP + dibutil X)NYCN CosH3N¢OuS 665.22 -
escuarato +
endoGlu-C X)FVNQHLCGSHLVE C73H107N19022S 817.88 817.86
X)ALYLVCGE Ca7H70NsO158 1019.47 -
(X)RGFFYTPKT Ce2HgsN13016 1268.63 -

Tabla 10. Resultados de la digestiéon con endoproteinasa Glu-C (endoGlu-C) de la insulina sola o
tratada con dibutil escuarato y el posterior analisis de los fragmentos peptidicos resultantes mediante
EM. La figura muestra la cadena A (azul) y la cadena B (rosa), su secuencia peptidica y los fragmentos
esperados tras la digestion con la endoproteinasa Glu-C. La tabla indica los resultados de la digestion
proteica. En cada apartado se muestran en primer lugar los fragmentos peptidicos derivados de la
digestién de la cadena A, seguidos de los fragmentos esperados de la digestién de la cadena B. La

modificacién con dibutil escuarato se indica como (X).
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La digestién y posterior analisis de los fragmentos peptidicos obtenidos tras el tratamiento
de la insulina reducida con dibutil escuarato indican la modificaciéon del tetrapéptido GIVE
(cadena A) y del fragmento FVNQHLCGSHLVE (cadena B) mientras que los otros
fragmentos se mantienen inalterados. Este ultimo péptido contiene varios lugares de
reaccion, puesto que presenta una cisteina y dos histidinas, mientras que el otro fragmento
esta formado basicamente por aminoacidos alifaticos. Estos resultados sugieren que la
modificacion sucede de forma selectiva en la a-amina del extremo N-terminal, el dnico
residuo comun en los dos péptidos identificados. Para confirmar esta hipotesis, era
necesario realizar estudios adicionales. Estos resultados también indican que tanto los
residuos de Cys como el residuo de Lys o His presente en la cadena B permanecen

inalterados tras el tratamiento con dibutil escuarato.

2.1.3.- Modificacién de la amina N-terminal a través de una reaccion de
transaminacion

Para confirmar una posible modificacién de la a-amina del extremo N-terminal, se decidié
bloquearla utilizando la reaccién de transaminacién desatrollada por Francis y su grupo de
investigacién, que modifica de manera selectiva este grupo a-amino.’* En una
transaminacion, se produce la desaminacién de un aminoacido para formar un cetoacido.
Las transaminaciones enzimaticas requieren piridoxal-5-fosfato (PLP) como coenzima,
formando una base de Schiff entre el grupo aldehido y una amina primaria (Figura 44). En
base a esta transformacion enzimatica, desarrollaron la modificacion selectiva del extremo
N-terminal mediada por PLP, para dar lugar a cetonas y aldehidos que pueden reaccionar
postetiormente con oximas. Esta reaccién es altamente especifica para el extremo N-
terminal, probablemente debido al pK, del protén « de este residuo, en relacién al protén

¢ de los residuos de lisina.

Asi pues, se traté la insulina con PLP durante 2 h a 37 °C o 16 h a temperatura ambiente.
El posterior analisis por EM revel6 que en ambos ensayos se obtenfan dos especies, una
de las cuales mostraba un ion molecular que correspondia a la proteina formando un enlace
imina con PLP y la otra especie presentaba una masa patecida a la inicial que podria ser la
insulina no modificada o el correspondiente producto de transaminacion (Seccién
Experimental, Figura 80 y 81, la diferencia entre la masa molecular de proteina nativa y el
producto de transaminacién es de solo 1 Da y entra dentro del error experimental). La
insulina posee dos extremos N-terminales, por lo que no se puede descartar que coexistan
diferentes especies debido a la diferente reactividad que muestran los diferentes

aminoacidos.!® Se llevé luego a cabo la reaccién de la proteina modificada con dibutil
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escuarato durante 3 h a temperatura ambiente y a pH 6.5. Tras el analisis por EM, se
obtienen las mismas especies detectadas anteriormente y en ningun caso se detecta
modificacién adicional de la insulina con dibutil escuarato. Estos resultados sugieren que
la modificacién observada con dibutil escuarato se produce de manera especifica en el
extremo N-terminal ya que un tratamiento previo con PLP impide la modificacion

postetior con dibutil escuarato (Figura 51).

5806

1162.10

o +5 Gnies 145262
£ +4
E +5
2 géfj675 101007 ’ ‘
§ 053 }A +16 m- A, ,I\'_VM.J. At
S WD %0 %0 W00 NN 1040 I60 1080 W0 1120 140 160 1180 10 r:.'.'l 240 160 1M0 100 130 130 M0 430 140 0 14D jeE)
E

5000 10000 15000 20000 26000

Figura 51. Reacciéon de modificaciéon de la posicion N-terminal de la insulina mediante
transaminacién y posterior reaccién con dibutil escuarato. Los iones moleculares de las especies
obtenidas son 6053, que corresponde al aducto con PLP (caled. para CogsHzgoNesOg2SsP [M+NH3]*
= 6054.71) y 5806 que corresponde al producto de transaminacién (caled. para Czs7H3g0N64O78S6
[M+H]* = 5806.61). El espectro de masas original antes de su deconvoluciéon puede verse insertado.
El espectro de masas obtenido tras la incubacién con el dibutil escuarato también coincide con el
mostrado, indicando la ausencia de reaccion.

202



2.1.4.- Estudio de las reactividades de «-amina y e-amina a diferentes pH

La reactividad de las cadenas laterales de los aminoacidos depende del pH del medio. A
los valores de pH que se trabaja (pH=0.5), se esperarfa una reaccién mayoritaria de los
grupos a-amina debido a su pK, (6-8). A partir de valores de pH mayores pueden también
reaccionar otros residuos como cisteina o lisina. Con la intenciéon de determinar las
condiciones 6ptimas de reaccién que permitieran una elevada conversiéon minimizando la
formacioén de productos secundatios, se llevo a cabo un estudio de reactividad de la insulina

a diferentes valores de pH (5.5, 6.5, 7.5, 8.5y 9.5).

Modificaciones
Insulina x1) x2) (x3) (x1) + entrecruz.

Masa calculada para [M+5H]5+
1162.33 119274 122335 125376  1208.94

pH Conv. Ratio
5.5 44% 1 1 - - -
6.5 >99% - 1.6 1 - -
7.5 >99% - - 8 4 1
8.5 >99% - - - 2.5 1
9.5 >99% - - - 1.9 1

Tabla 11. Resultados del estudio de modificacién de la proteina insulina tratada con dibutil escuarato
a diferentes condiciones de pH. Andlisis realizado por EM.

En la tabla 11 se observan los resultados obtenidos. Como ya se ha indicado anteriormente,
la insulina contiene dos grupos a-amino, un residuo de lisina, dos histidinas y seis cisteinas
que en su forma oxidada no se encuentran disponibles. Los resultados se analizaron por
EM, analizando en cada espectro el ion correspondiente a la 7/ [M+5H]5* calculada para
cada una de las posibles modificaciones. La intensidad del pico depende de la
concentraciéon de la especie en la mezcla. Este método de cuantificacion ha sido
previamente utilizado y se basa en la observacién de que la ionizacién en proteinas depende
de la superficie externa de la proteina y no se ve influenciada por pequefias modificaciones
como las estudiadas aqui.' Teniendo en cuenta esta informacién, se calcularon los
porcentajes de conversion en base a la intensidad relativa de los picos detectados. El
andlisis de los resultados muestra que mientras a pH 5.5 aun se puede observar la presencia
de la proteina sin modificar, a pH 6.5, después de 3 h a temperatura ambiente, desaparece
la proteina nativa y se detectan especies mono y doblemente modificadas. A pH 7.5, se
empiezan a detectar especies que contienen tres unidades de escuarato asi como una nueva
especie que corresponderfa a la presencia de un escuarato y otro que habria dado lugar al

entrecruzamiento de la proteina mediante el ataque de dos grupos nucledfilos diferentes.
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A pH mis elevados solo se detectan estas dos poblaciones en diferentes proporciones.
Estos resultados confirmaron que el pH 6ptimo de la reaccién con insulina para favorecer

la modificacién del grupo a-amino era de 6.5.

Posteriormente, para confirmar el sitio de modificacién, las reacciones anteriores fueron
sometidas a digestion con endoproteinasa Glu-C. Los resultados obtenidos se muestran
en la siguiente tabla 12 y muestran la cantidad relativa de péptido no modificado en

relacién al modificado en cada reaccién realizada a un valor de pH diferente.

Ratio péptido no modificado

vs péptido modificado
Péptid Masa calcd. pH
e [M+H]*/[M+2H]** 55 65 75 85 95

GIVE 417.23 93 3 0.06 - -
(X)GIVE 569.28 T 11 1 1
RGFFYTPKT 1116.58 1 1 - - _
(X)RGFFYTPKT 1268.63 _ _ _ _ ~
gLYg‘:CGE 1377.58 111 1 1
gé;YLVCGE 1529.63 - 004 -
FVNQHLCGSHLVE 1041.12

QCCTSICSLYQLE ' - - - - -
(X)FVNQHLCGSHLVE 1041.12

QCCTSICSLYQLE ) - - - - -

Tabla 12. Resultados de la digestién empleando endoproteinasa Glu-C de la insulina tratada con
dibutil escuarato a diferentes pH y el posterior analisis de los fragmentos peptidicos resultantes
mediante EM. La modificacién con dibutil escuarato se indica como (X).

El analisis de estos resultados corrobora los resultados obtenidos en la digestion proteica
del apartado (2.1.2) en donde se observa la modificacién de la proteina en la cadena A, a
través del tetrapéptido GIVE. El porcentaje de modificacién aumenta significativamente
con el pH y a partir de pH 7.5 ya casi solo se detecta péptido modificado. En este caso no
es posible detectar la modificacién del péptido N-terminal de la cadena B. Al realizar la
digestién con la insulina oxidada, los péptidos resultantes son fragmentos de gran tamafio
y complejidad por la presencia de diferentes puentes disulfuro. Asi pues, el extremo N-
terminal de la cadena B FVNQHLCGSHLVE se encuentra unido a un fragmento de la
cadena A QCCTSICSLYQLE, dificultando su identificacién. En cambio, si que es posible
detectar el fragmento de la cadena A (NYCN) unido a la cadena B (ALYLVCGE) aunque
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no se observa ninguna modificacién. No se observa tampoco modificacién del péptido
RGFFYTPKT, aunque a pH 7.5 deja de detectarse el péptido no modificado, lo que podria
sugerir una posible modificacion del residuo de lisina (K) resultando en un péptido de
dificil identificacién por EM. Los resultados de los estudios realizados hasta el momento
indican que el método optimizado es capaz de modificar de manera selectiva el extremo
N-terminal de proteinas mediante la incubaciéon durante 3 h con 20 eq. de dibutil escuarato
a temperatura ambiente y en disolucién acuosa. Estas condiciones suponen una ventaja
sobre los métodos previamente descritos que requieren tiempos mas largos de reaccion.
Por ejemplo la modificacién mediante aminacién reductora descrita por el grupo de H.C.

Chou requiere entre 6-48 h de reaccién.!3

2.1.5- Modificacion de la ubiquitina con dibutil escuarato

Una vez puesto a punto el método y teniendo en cuenta las limitaciones de la insulina (una
proteina de pequefio tamafio, con dos cadenas unidas por puentes disulfuro y con un solo
residuo de lisina) se decidié explorar la aplicabilidad del método utilizando otras proteinas.
En primer lugar, se empleé la ubiquitina (Bos faurus) formada por 76 aminoacidos y que

contiene una metionina N-terminal y 7 lisinas internas potencialmente reactivas.

MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKGKIQEKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDG
RTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGG

Figura 52. Estructura y secuencia de aminodcidos de la ubiquitina de Bos zaurus.
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Con la finalidad de estudiar la reactividad de los residuos de lisina, se exploraron diferentes

condiciones de reaccién (pH 5.5-6.5y 10 o 20 eq. de dibutil escuarato).

0, o

Bu(f; OBu

tampén fosfato 0.1 M
pH55,3h

8564 7796 85764952-6

s 8564 779.6
2 gzl +9 107153 b 71477 18575 9526
3 +12 ; ] +12 10 . 1071.5
= 650.8 5T a4 = 659.9 + 48 12245
3 2
5 +13 +6 g +13 +7
e 2 1 L £ 8717
3 A e 2 <
<

o0 i o 700 800 00 1000 1100 1200 1300

9000

10000 15000

Figura 53. Intensidades telativas de los picos (/%) detectadas y analizadas con el software MagT'ran.
Las especies obtenidas tras la reaccién de 10 eq.de dibutil escuarato a la ubiquitina y a pH 5.5,
presentan los siguientes iones moleculares: 8564, que corresponde a la proteina sin reaccionar (caled.
para C378He20N1050118S [M+H]+ = 8565.64) y 8717 que corresponde a la incorporacién de una
unidad de dibutil escuarato en la proteina (caled. para CsgsHe3sN1050121S [M+H]+ = 8715.68).

Analizando los resultados, se observé mayoritariamente una dnica modificacién con una
unidad de dibutil escuarato (Figura 53), sin embargo, utilizando 20 eq. ya se empezaba a
detectar una proteina doblemente modificada (Tabla 13). Conforme aumenta el pH de la
reaccion (pH=06) y utilizando el mismo numero de eq. en reacciones independientes (10 y
20) se observa que aumenta la proporcion de la segunda incorporacién de dibutil escuarato.
Igualmente elevando el pH del medio de reaccién a 6.5 y utilizando 20 eq. de dibutil
escuarato se observa un incremento de la segunda incorporacion. Los porcentajes de
modificacién se determinaron en base a la intensidad relativa de los picos. Al igual que
ocurre con la insulina, la ionizacién de la ubiquitina depende de la supetficie total y no se
ve influenciada por pequefias modificaciones que se produzcan en la proteina, lo que

permite calcular el porcentaje de especies segun la intensidad relativa de sus picos.
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Modificaciones

Ubiquitina x1) x2)
Masa calculada [M+H]+
8565.64 8715.68 8897.68
pH eq. o Conversion (%)
5.5 10 75 25 0
5.5 20 61 28 11
6 10 59 34 7
6 20 45 33 22
6.5 20 40 37 23

Tabla 13. Resultados del estudio de modificacién de la ubiquitina tratada con diferente numero de
eq. de dibutil escuarato y a diferentes pH. Cuantificacién de la proteina modificada a partir de las
intensidades relativas de cada pico tras realizar la deconvolucién del espectro sin procesat. Ubiquitina
[M+H]* = 8565.64 calcd. para C378H20N1050118S, ubiquitina modificada con una unidad de dibutil
escuarato [M+H]+ = 8715.68, caled. para CzssHe36N1050121S v ubiquitina doblemente modificada
[M+H]* = 8897.68 calcd. para C304Hg43N1050124S2. (*: % de proteina nativa no modificada).

Con el objetivo de averiguar con qué residuos nucle6filos reacciona el dibutil escuarato, se
procedi6 a digerir la proteina matrcada con 20 eq. de dibutil escuarato a pH 5.5 mediante
tratamiento con la endoproteinasa Glu-C. Se identificaron casi todos los fragmentos
peptidicos esperados con una cobertura de la secuencia del 86% (66 aminoacidos
identificados de 76 aminoacidos totales). En la figura 52 se muestra en negrita el péptido

no identificado: NVKGKIQEK.

Masa Masa
Reaccién B e Férmula calculada encontrada
Molecular [M+H]*/ [M+H]*/
[M+2H]?* *M+2H]2*
. MQIFVKTLTGKTITLE Cs3H143N19024S1 912.52 912.51
Ubiquitina
+ endoGlu- VEPSDTIE C37HeoNsO17 889.41 889.41
C GIPPDQQRLIFAGKQLE CssH140N24O25 955.52 955.52
DGRTLSDYNIQKE Co4Hi103N19025 769.87 769.86
STLHLVLRLRGG CssH104N200O15 661.40 661.40
T
escuarato + QZ?QDSDD(’EEERLIFAG KQLE CosH148N24O2s 1031.55 1031.55
endoGlu-C (XDGRTLSDYNIQKE C72H111N19O2s 845.90 -
(X)STLHLVLRLRGG CocH112N20015 737.43 -

Tabla 14. Resultados de la digestién de la ubiquitina con endoproteinasa Glu-C y el posterior analisis
de los fragmentos peptidicos resultantes mediante EM. La modificaciéon con dibutil escuarato se

indica como (X).
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Una vez identificados los fragmentos peptidicos de la ubiquitina nativa y modificada tras
la digestién con la Glu-C, se procedié a la digestion proteica de reacciones llevadas a cabo

a diferentes valores de pH (5.5, 6, 6.5) con 20 eq. de dibutil escuarato.

pH
5.5 6 6.5
Péptidos Porcentaje de péptidos modificados
vs no modificados
X)/MQIFVKTLTGKTITLE 43 52 65
X)/VEPSDTIE - - .
(X)/GIPPDQQRLIFAGKQLE 6 14 20
(X)/DGRTLSDYNIQKE - -
X)STLHLVLRLRGG . : .

Tabla 15. Abundancia relativa (%) de los péptidos modificados en relacién a los no modificados
identificados tras la digestién con endoproteinasa Glu-C de la ubiquitina previamente tratada con 20
eq. de dibutil escuarato en las condiciones mostradas.

El porcentaje relativo de modificacién se obtuvo comparando la intensidad (areas) de los
péptidos modificados en relacién a la cantidad identificada de péptidos no modificados. El
analisis de los resultados obtenidos indica que aproximadamente el 43% del péptido N-
terminal MQIFVKTLTGKTITLE) se encuentra modificado a pH 5.5. Este porcentaje
aumenta hasta 52% (pH 6) y 65% (pH 06.5). Aunque existen otros dos fragmentos que
contienen residuos de lisina, GIPPDQQRLIFAGKQLE y DGRTLSDYNIQKE, solo se
detecta modificacion del primero en una pequefia proporciéon que aumenta al incrementar
el pH de la reaccién. Hay que tener en cuenta que esta cuantificacion relativa no es muy
exacta ya que el efecto de la modificacién en péptidos de pequefio tamafio es mayor que
en proteinas, especialmente si se produce cambios en grupos ionizables, pero permite tener
una idea de que péptidos se modifican de manera preferente, confirmando asi cierta
selectividad por el extremo N-terminal. Es remarcable que, a diferencia de los estudios
previos con la insulina, en este caso fue necesario trabajar a valores de pH 5.5 para
conseguir una mayor selectividad. En este punto, cabe destacar que segun analisis recientes
hechos por RMN, la metionina presente en el extremo N-terminal de la ubiquitina tiene
un pK; de 9.14, uno de los valores pK, mas altos descritos para este grupo a-amino. Esto
podria explicar la baja selectividad observada a pH 6.5 debido a la competicion de los
grupos s-amino de determinadas cadenas laterales de lisina.!”” Para confirmar el sitio de

identificacién tanto en el péptido GIPPDQQRLIFAGKQLE como en el péptido N-

208



terminal (MQIFVKTLTGKTITLE), que contiene aparte de la a-amina, dos lisinas
potencialmente reactivas, se realizardn en un futuro estudios de MS/MS sobre ubiquitina
tratada y digerida con endoproteinasa Glu-C utilizando tanto 10 como 20 eq. de reactivo.
Es de esperar que estos andlisis MS/MS permitan identificar el sitio exacto de modificacion

en cada péptido.

2.1.6.- Modificacion de proteinas en dos etapas

Las proteinas pueden ser modificadas con aztcares, lipidos, polimeros sintéticos o
fluoréforos con la intencién de mejorar sus propiedades, afiadir propiedades extras o
facilitar el estudio de su funcién e interacciones con otras biomoléculas. Al observar que
la modificacién de la insulina y la ubiquitina tenfa lugar preferentemente a través del
extremo N-terminal de la proteina, se consideré que la proteina modificada podtia servir
para una posible incorporacién en un segundo paso de fluoréforos o sondas a través de
condiciones suaves de reaccion en disolucién acuosa. Esta aproximacion presentarfa una
serie de ventajas. Tanto el primer como el segundo paso de modificacién se llevaria a cabo
utilizando reactivos comerciales, por lo que se evita la sintesis previa de derivados de acido
escuarico. Debido a la baja reactividad de la mono-escuaramida en comparacién con el
diéster de partida, esta segunda reaccién precisa de condiciones mas basicas (pH 8-9).15
Al modular el pH en cada paso se puede también modular la reactividad de los diversos
grupos nucledfilos, aumentando asi la selectividad de la reaccién. Asimismo, las
condiciones de conjugacién en ambos pasos son biocompatibles, puesto que se llevan a
cabo en medio acuoso y a temperatura ambiente. Esta metodologia presenta también la
versatilidad de permitir preparar varios derivados a partir de una misma proteina

modificada.

Como una primera aproximacion, se llevé a cabo la modificacién de la insulina en una
disolucion acuosa tamponada a pH 6.5, incubandola con 20 eq. de dibutil escuarato durante
3 h. Como el segundo paso de reaccién requiere de condiciones mas drasticas, se realizd
un intercambio de disolucién tampoén, pasando de un pH 6.5 a pH 8, utilizando filtros de
centrifugaciéon Amicon® con un peso molecular de corte (molecular weight cut off,
MWCO) de 5 KDa. Una vez concentrada y diluida en la nueva disolucién tampén, la
proteina convenientemente modificada se traté durante 16 h con 100 eq. de diferentes
aminas comerciales incluyendo la fluoresceinamina, galactosamina, bencilamina y 1-

hexadecilamina.

209



o,
Ao o

L/I -
- oBu 100 eq, pH 8

8

1192.52

1223.15

1247.35
L 11277.92
ol |

Abundancia relativa

1100 1200 1300 ' 1400

Figura 54. Modificacién de la proteina en dos etapas. La insulina modificada con dibutil escuarato
reacciona en un segundo paso con fluoresceinamina. Debido a la presencia de mezclas complejas de
picos el algoritmo de MagTran no pudo en este caso realizar la deconvolucién del espectro, por lo
que se muestra el espectro de la reaccién indicando los iones moleculares [M+5H]>* de la insulina
modificada con una (1192.52) o dos (1223.15) unidades de dibutil escuarato y la insulina
posteriormente modificada con una (1247.35) o dos (1277.92) unidades de fluoresceina.

Los porcentajes de conversion se determinaron en base a la intensidad relativa de los picos.
Asi pues, mientras se pudo observar la reacciéon completa con hexadecilamina, en el caso
de la bencilamina se obtuvo un 50% de conversion, que se redujo a 21% e inferior al 5%
para la fluoresceinamina y la galactosamina respectivamente (Seccién Experimental).
Ensayos control realizados en ausencia de dibutil escuarato, demostraron que la reaccién
unicamente tiene lugar si la proteina ha sido previamente modificada mediante dibutil

escuarato.

2.2.- Modificacion de proteinas con di-3-butino escuarato (41)

Los estudios previos realizados indican que es posible modificar de manera selectiva y
rapida una protefna tratandola con dialquil escuaratos a temperatura ambiente y pH 6.5.
Ademas, en un segundo paso de reaccién se puede tratar esta proteina modificada con
nucleéfilos para conseguir el marcaje de proteinas con fluoréforos o sondas. Tal y como
se ha visto, este segundo paso requiere de tiempos largos de reaccién y proporciona en
algunos casos bajos porcentajes de conversion. Debido a estas razones se plante6 el uso
de un dialquil escuarato funcionalizado con grupos alquinos que debido a su estructura
permitiria el segundo paso de bioconjugacién a través de una cicloadicién 1,3-dipolar de

Huisgen, una reaccién de tipo click que destaca por su eficiencia, simplicidad y
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selectividad.”1% Desde su descubrimiento, la reaccion de cicloadicién de azida-alquino
catalizada por cobre (CuAAC) se ha utilizado en una gran variedad de campos, desde la
sintesis de moléculas y quimiotecas, la modificacion e inmovilizacién de proteinas, la
inmovilizacién de biomoléculas en supetficies, etc. La rapidez, la selectividad y eficiencia
de esta reaccién la convierten en una candidata perfecta para la conjugacion de
biomoléculas. Esta estrategia permitirfa superar las limitaciones provocadas por la reducida

reactividad de mono-escuaramidas.

2.2.1.- Optimizacion de la reaccion con péptidos

En un primer momento se intentd preparar el di-3-butino escuarato (41) a partir del dibutil
escuarato utilizando alcohol propargilico como disolvente, pero tras algunos intentos
infructuosos el compuesto 41 se sintetizé a partir del acido escudtico y el alcohol
propargilico mediante condensacién a reflujo durante 5 h, obteniéndose el compuesto

deseado con un 83% de rendimiento (Esquema 20).

o, 0 o. 0
\
5 RN e |
Som 5h,100°C == s
HO OH ; =_ 0 O\ =
a1

Esquema 20. Sintesis de 41.

Una vez sintetizado el compuesto 41, se estudio su reactividad con diferentes péptidos. La
identidad del aminoacido presente en el extremo N-terminal puede tener un papel en la
eficiencia del método estudiado. Es por ello que para investigar la aplicabilidad de esta
aproximacion, se sintetiz6 una librerfa de diez péptidos que presentaban diferentes
aminoacidos en la posicién amino terminal y de estructura general HyN-XaaAFAKG-
COOH, donde Xaa puede corresponder a Tyr, Lys, Asp, Arg, Ser, Met, Pro, Ala, Gly o
Val (Esquema 21). Ademids, estos péptidos presentaban un residuo de lisina para estudiar
la competicion entre la a-amina del extremo N-terminal y la e-amina de la cadena lateral
de la lisina y un residuo de fenilalanina para facilitar su digestion con quimotripsina. LLos
péptidos fueron sintetizados en fase sélida utilizando una resina de tipo 2-clorottritilo y
condiciones estandares de sintesis de péptidos. El tratamiento de la resina con bajas
concentraciones de TFA liber6 los péptidos sintetizados que se obtuvieron con excelentes
rendimientos y elevada pureza tras purificacion por cromatografia liquida de alta eficacia

(HPLC) en modo preparativo.
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Esquema 21. Smtesls en fase sélida de los péptidos HoN- XaaAFAKG-COOH utilizados para el
estudio de la reactividad de 41 siendo Xaa (Tyr, Lys, Asp, Arg, Ser, Met, Pro, Ala, Gly o Val).

Cada uno de los péptidos sintetizados se disolvieron en una disolucién tampén (1 mM) a
pH =6.5y se le afiadieron 2 eq. de di-3-butino escuarato 41 (2 mM). La desaparicion del
péptido de partida y la formacién de una udnica especie, correspondiente al péptido
modificado, se analiz6 mediante HPL.C tomando alicuotas de la reaccion a intervalos de

30 min durante 4 h. (Figura 55).
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Figura 55. Cinéticas de las reacciones de los péptidos HoN- XaaAFAKG-COOH con el compuesto

41. Las reacciones se llevaron a cabo a una concentracién final de 1 mM de péptido y 2 mM de 41 a
pH 6.5 y fueron analizadas por LC-MS.

Secuencia Conversion(%)? Selectividad®
YAFAKG 97.1 >99:1
KAFAKG 88.45 >99:1
DAFAKG 65.18 >99:1
RAFAKG 82.61 >99:1
SAFAKG 82.9 >99:1
MAFAKG 90.68 >99:1
PAFAKG 100 >99:1
AAFAKG 63.44 N. C.
GAFAKG 74.45 >99:1
VAFAKG 93.16 N. C.

Tabla 16. » Tanto por ciento de conversioén a los 120 min de reaccién. P Selectividad calculada a
partir de analisis MS/MS. N. C. No cuantificable.

En este estudio se observé que 41 reaccionaba mas rapidamente con la secuencia peptidica
que contenia el aminodacido terminal prolina. Concretamente, a los 40 min se observaba
una formacién de producto superior al 90%. Los otros aminoacidos mas reactivos fueron
tirosina (~98%) y metionina (~80%). Se desconoce la razén de la rapida modificacién del
péptido observado cuando el residuo N-terminal es Pro. A priorila Pro presenta una amina
secundaria y el pK, mas elevado de todos los amino acidos estudiados (10.47) por lo que si
acaso se hubiera esperado un efecto contrario. Una elevada reactividad de péptidos que
contienen Pro en el extremo N-terminal también fue observada por Francis y

colaboradores al utilizar un acoplamiento oxidativo de ¢-aminofenoles catalizado por
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ferrocianuro potésico para la modificacion de proteinas, pero los autores no explican la
razén de este aumento de la reactividad. Seran necesarios estudios adicionales con amino

acidos para determinar la razén de esta elevada cinética de reaccién.!#

La metionina posee especial importancia puesto que las proteinas expresadas en
procariotas contienen siempre un residuo de metionina en el extremo N-terminal. Aunque
en algunos casos este residuo puede ser posteriormente eliminado por la metionina
aminopeptidasa (esta enzima actia de manera general si el segundo aminoacido es de
tamafio pequefio (Gly, Ala, Ser, Cys, Pro, Val)). Met es un amino acido muy frecuente en
la posicién N-terminal, lo que amplia la aplicabilidad del método. Los péptidos que
reaccionan mas lentamente presentan residuos de alanina y acido aspartico y a los 30 min
de reaccién presentan aproximadamente un porcentaje de formacién de producto de
alrededor de 34% en ambos casos. A pesar de ello, al cabo de 120 min de reaccién con
s6lo 2 eq. de 41, todos los péptidos estudiados presentan conversiones superiores al 75%

(Tabla 10).

Una vez determinada la cinética de reaccion para cada péptido se analizaron los péptidos
modificados mediante estudios de MS/MS pata determinar la selectividad N-tetminal vs

el grupo e-amino de la cadena lateral de la lisina (Figura 56 y tabla 16).

Hay tres tipos diferentes de enlaces en un péptido, los que se encuentran entre CH-CO,
CO-NH y NH-CH. Al romperse cada uno de estos enlaces se producen dos fragmentos,
por lo que existen 6 tipos de fragmentos diferentes: los fragmentos N-terminales a, b, y ¢
y los fragmentos C-terminales x, y y z (Figura 56). Los fragmentos mas frecuentes son los
derivados de los enlaces CO-NH, por lo que los fragmentos de tipo b y y son generalmente
los més predominantes. Los estudios MS/MS de los péptidos modificados por MALDI-
TOF/MS petmitieron detectar de manera muy clara algunos de los fragmentos b, y y a
correspondientes al péptido modificado en el extremo N-terminal, mientras que no se
observoé ningun fragmento que pudiera derivar del péptido modificado en la lisina interna.
Asi pues, se observé en la mayorfa de los casos una selectividad completa para el grupo a-
amina del extremo N-terminal, sin detectarse trazas de modificacion en el residuo de lisina.
Solo para los péptidos con residuos de Ala o Val en el extremo N-terminal se detectaron
trazas del fragmento y4 del péptido modificado en el residuo de Lys (Seccién
Experimental, Figura 83). Una cuantificacion exacta de las dos poblaciones no es posible
en estos momentos debido a la diferente ionizacién de cada fragmento. En el futuro se

realizaran estudios de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en taindem
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(LC-MS/MS) que permitan separar y analizar los dos péptidos por separado y por lo tanto
establecer la selectividad N-terminal ss lisina en los péptidos que presentan trazas de

fragmentos correspondientes a la modificacién en el residuo de Lys.
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Figura 56. Ejemplo representativo del analisis MS/MS realizado tras el tratamiento del péptido
MAFAKG con 41. Los espectros de los analisis MS/MS tealizados con los otros péptidos se
encuentran en el apartado de Seccién Experimental. El espectro muestra el péptido antes de la
fragmentacion (parent peptide, [M+H]*), los fragmentos de tipo a y b, generados a partir del extremo
N-terminal y los fragmentos de tipo y, generados a partir del extremo C-terminal.

Ademas, el péptido modificado PAFAKG fue posteriormente digerido con quimotripsina
dando lugar a dos fragmentos PAF y AKG. En el analisis de la muestra digerida por EM

se pudo detectar el péptido XPAF modificado y el péptido AKG sin modificar, sin detectar

en ningun caso trazas del péptido AKG modificado con 41 (Seccién Experimental).
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Esquema 22. Digestion del péptido modificado PAFAKG con quimotripsina.

Estos estudios indican que es posible la modificacién de péptidos con 41 con buenos

rendimientos (Tabla 16) y una excelente selectividad N-terminal.
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2.2.2.- Funcionalizacion de proteinas con di-3-butino escuarato (41)

Con la finalidad de demostrar la aplicabilidad del compuesto 41 en la modificacién de
proteinas, el siguiente paso fue examinar su reactividad con diferentes proteinas. En
primer lugar se escogié como modelo sencillo de reaccién la insulina. Para ello, se incub6
esta proteina (0.12 mM) con 5 eq. de 41 en una disolucién tampén de fosfato 0.1 M a
pH 6.5 durante 3 h. Pasado este tiempo, se analiz6 la muestra por EM, observandose la
desaparicién de la proteina de partida y la aparicion de un producto mayoritario

correspondiente a la insulina conjugada con una o dos unidades de 41 (Figura 57).
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Figura 57. Reaccion de modificacion de la insulina con 5 eq. de 41 a pH 6.5. El espectro muestra
los correspondientes iones moleculares [M+H]* = 5953, (calcd. para CassH387N 6508086, [M+H]+
= 5953.66) y [M+H]* = 6100 (calcd. para C373H302Ng5083S6, [M+H]+ = 6102.69 correspondientes
a la incorporacién de una y dos unidades de 41, respectivamente. Los espectros originales antes de
su deconvolucién pueden verse insertados.

Una vez obtenida la insulina conjugada a 41, se pasé a estudiar si los grupos funcionales
bioortogonales introducidos podian ser modificados con otras moléculas. Asi pues, tras
eliminar el exceso de 41 mediante centrifugaciéon en un filtro de exclusién molecular
MWCO 5 KDa), la proteina resultante se traté con dos azidas funcionalizadas, una que

presenta un linker de tipo PEG y otra unida a un fluoréforo.

La incorporacién de grupos PEG, también conocida como PEGilacién, le confiere a la
proteina ciertas propiedades de interés, puesto que este polimero ha sido aprobado por la
FDA (del inglés “Food and Drug Administration”), no es toxico, ni inmunogénico y es

altamente soluble en agua. Los conjugados PEG-protefna presentan varias ventajas como
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son la residencia prolongada en el cuerpo, una degradacién reducida por las enzimas
metabolicas y una reduccién o eliminacién de la inmunogenicidad de la proteina,
facilitando el uso de péptidos y proteinas como agentes terapéuticos.!83 Para conseguir la
PEGilacion de la insulina, se trato la proteina modificada con el acido 15-Azido-4,7,10,13-
tetraoxapentadecanoico (PEG-2) en una disolucién tamponada a pH 6.5. La reaccion se
llevé a cabo en presencia de 20 eq. de la azida correspondiente, CuSO4-HzO vy el ligando
THPTA con la finalidad de mantener al Cu (I) en su estado de oxidacién (I). Como agente
reductor se utiliz6 el acido ascérbico. Después de una 1 h de reaccién, se analizaron los
resultados por EM, observando la completa PEGilaciéon de la insulina de partida
obteniendo las especies con iones moleculares 6244.9 y 6683.4, las cuales corresponden a

la insulina modificada con una y dos unidades PEG-2 (Figura 58).
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Figura 58. Cicloadicién 1,3-dipolar de Huisgen catalizada por cobre (CuAAC) entre un alquino
terminal presente en la insulina modificada con 41 y la azida presente en el 4cido 15-Azido-4, 7, 10,
13-tetraoxapentadecanoico. Las especies observadas antes de la modificacién corresponden a la
insulina modificada con una (5953.7) o dos (6101.4) unidades de 41 (calcd. para Czs5H337Ng5080S6,
[M+H]* = 5953.66) y calcd. para Ca73H302N¢508386, [M+H]* = 6102.69). Después de la reacciéon
click se observa la formacién de dos productos que presentan los iones moleculares correspondientes
a la presencia de uno (6244.9) o dos (6683.4) PEG-2 (calcd. para Cz76H408NesOgsSe, [M+H]|T =
6247.81 y Ca.lCd. para C295H433N7109586, ﬂ\/IJrH]Jr = 6686.97) unidadcs dC PEG—N}.

El marcaje de proteinas con sondas fluorescentes permite el estudio de su actividad e
interacciones con otras protefnas. As{ pues, en un siguiente paso se estudié la
bioconjugacién de la insulina con una cianina funcionalizada con un grupo azida (Cy3-
N3), fluoréforo que emite a 566 nm y es soluble en agua. La reaccion se llevé a cabo bajo
las mismas condiciones anteriormente desctitas y en presencia de 20 eq. de Cy3-Ns. Tras

1 h de reaccion, se analizaron los resultados por EM y se observé la modificacién de
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escuarato con el fluoréforo, observandose la existencia de dos poblaciones, una mono-

modificada y otra doblemente modificada (Figura 59).
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Figura 59. Cicloadicién 1,3-dipolar de Huisgen catalizada por cobre (CuAAC) entre un alquino

terminal presente en la insulina modificada con 41 y la azida presente en Cy3-Nj. Las especies

observadas antes de la modificacién corresponden a la insulina conjugada con una (5953.7) o dos
(6101.4) unidades de 41 (caled. para CassHsg7NgsOs0Ss, [M+H]™ = 5953.66) y caled. para
C273H392N6508356, [M+H]* = 6102.69). Después de la reaccién click se observa la formaciéon de
dos productos que presentan los iones moleculares correspondientes a la presencia de una (6294.9)
o dos (7180.3) unidades de Cy3-Nj (calcd. para C29sH430N71051S6, [M+H]™ = 6296.02) calcd. para
Cs30H478N77045S¢, [M+H]* = 7184.39).

En un siguiente ejemplo, se exploré también la modificacién de la ubiquitina con 41. Con

este fin, la proteina fue tratada con 5 eq. de 41 durante 140 min en una disolucién tampédn

de fosfato 0.1 M a pH=6.5. El posterior analisis mediante EM indicé la presencia de

ubiquitina nativa 8562.1 asi como una nueva especie correspondiente a la adicién de una

unidad de 41 (8709.6) con una conversion del 28% (Figura 60). Tiempos mas largos de

reaccion (200 min) resulté en la aparicion de especies derivadas de la doble adicién sin

desaparecer en ningun caso la proteina de partida observandose un 30% de conversion

para la mono-modificacién y un 3% para la doble modificacién (Seccién Experimental,

Figura 84). Por este motivo, se escogieron como condiciones 6ptimas de reacciéon el uso

de 5 eq. de di-3-butino escuarato a pH 6.5 y 140 min de reaccién consiguiendo asi la

formacién de una tnica especie modificada.
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Figura 60. Modificacién de la ubiquitina con 5 eq. de 41a pH 6.5 y a 140 min. Los iones moleculares
obtenidos tras la deconvolucién del espectro de masas corresponden a [M+H]* = 8562.1, (caled.
para Cs78He290N1050118S, [N[+I‘I]+ = 856564) y [1\/[‘|‘I_I]+ = 8709.6, (calcd. para Css6He33N 10501215,
[M+H]* = 8711.65) que corresponden a la proteina nativa y a la modificada con una unidad 41. Los
espectros originales antes de la deconvolucién pueden verse insertados. Pequefias diferencias en el
ion molecular obtenido se producen debido al uso de diferentes equipos.

La proteina marcada se utilizé6 posteriormente para la bioconjugaciéon con diferentes
moléculas. Asi pues, se traté la proteina con 20 eq. de (PEG-2) en una disolucién tampén
de fosfato 0.1 M a pH 6.5 en presencia de CuSO4 H>O, THPTA y acido ascérbico. Tras 1

h de reaccion a temperatura ambiente, mediante EM se observé la completa PEGilacion

de la proteina modificada (Figura 61). De manera similar, el tratamiento de la ubiquitina

modificada con Cy3-Nj; permitié obtener una ubiquitina marcada con este fluoréforo

(Figura 62).
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Figura 61. Cicloadicién 1,3-dipolar de Huisgen catalizada por cobre (CuAAC) entre un alquino
terminal presente en la ubiquitina modificada con 41 y la azida presente en PEG-2. Las especies
previas a la modificacién corresponden a la ubiquitina nativa y a la conjugada con 41. Después de la
reaccién click se observan dos productos que presentan los iones moleculares correspondientes a la
ubiquitina no modificada y a la conjugada con una unidad PEG-2 8562.6 y 9005.7 (calcd. para
C397H54N 10801275, [N[‘FI_I]Jr = 900480)
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Figura 62. Cicloadicién 1,3-dipolar de Huisgen catalizada por cobre (CuAAC) entre un alquino
terminal presente en la ubiquitina modificada con 41 y la azida presente en Cy3-Ns. Después de la
reaccion click se observan dos productos que presentan los iones moleculares correspondientes a la
ubiquitina no modificada y la conjugada con una unidad Cy3-Nj3, (9251.2, caled. para
Cs19He76N1110122S, [M+H]* = 9253.00).

En un estudio preliminar de su aplicabilidad, la insulina y la ubiquitina modificadas con
Cy3 fueron estudiadas mediante gel de poliacrilamida y detectadas con azul de Coomassie
(Figura 63A) o un escaner de fluorescencia (Figura 63B). En cada gel se cargaron 1 o 2
microgramos de proteina nativa y modificada. Debido a un error de dilucién, la cantidad
cargada de proteina modificada fue bastante inferior a la esperada. Aun asi, aunque la sefial
de proteina modificada en el gel teflido con el azul de Coomassie es débil, solo las bandas

que contienen proteinas marcadas son visibles en el gel analizado mediante el escaner de

fluorescencia.

Cy3-DBCO - L * = +  Cy3-DBCO - + -+ - + - +
Insulin Ubiquitin Insulin Ubiquitin Insulin Ubiquitin Insulin Ubiquitin

1ug 2ug 1ug 2ug

Figura 63. A) Gel de poliacrilamida tefiido con azul de Coomassie B) Gel de poliacrilamida analizado
con un escaner de fluorescencia.
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El método desarrollado se aplicé también a la mioglobina, una proteina de 153

aminoacidos que contiene una glicina N-terminal y 19 lisinas internas (Figura 64).

GLSDGEWQQVLNVWGKVEADIAGHGQEVLIRLFTGHPETLEKFDKFKHLKTEAEMK
ASEDLKKHGTVVLTALGGILKKKGHHEAELKPLAQSHATKHKIPIKYLEFISDAIITHVLH
SKHPGDFGADAQGAMTKALELFRNDIAAKYKELGFQG

Figura 64. Estructura y secuencia de la mioglobina de Eqguus caballus.

En primer lugar, se investigd la modificacion de la mioglobina tratandola con 5 eq. de 41
en una disoluciéon tampoén de fosfato a pH 6.5. La reaccion se siguié mediante EM
analizando alicuotas a diferentes tiempos de reaccién. Después de 60 min de reaccion,
se detect6 la formacion de dos especies correspondientes a la adicion de una (34%) y dos
unidades (6%) de 41 (Figura 65). Tras el andlisis a los 150 min, se determiné un 41% de
conversion respecto a la mono-modificaciéon y un 18% en cuanto a la segunda
incorporacion. Finalmente, analizando la reaccion a las 20 h, la primera incorporacién se
mantuvo intacta con un 42% de conversién, mientras que aumento la conversion de la
segunda incorporacién con un 30%, identificindose una tercera especie correspondiente
a la proteina modificada con tres unidades de 41. As{ pues, largos tiempos de reaccion
no aumentan la proporciéon de proteina mono-modificada sino que resultan en la
formacion de especies conjugadas a varias unidades de 41, aunque es posible la formacién

mayoritaria de especies mono-modificadas mediante un control del tiempo de reaccién.
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Figura 65. Modificacién de la mioglobina con 5 eq de 41 a pH 6.5 durante 60 min. Los iones
moleculares obtenidos tras la deconvolucién del espectro de masas corresponden a [M+H]* = 16945
(caled. para Creo0Hi1212N2100218S2, [M+H]* = 16952.00), [M+H]* = 17092 (calcd. para
C777H1216N2100221Sz, Q/I'f'H]Jr = 17098.01) y [1\/[+H]+ = 17240 (calcd. para C785H1220N210022452,
[M+H]+ = 17246.03) que corresponden a la proteina nativa y a la modificada con una y dos unidades
de 41.

Asi pues, parece que los diéster del escuarato dibutil escuarato y 41 permiten una rapida
modificacién de péptidos y proteinas. Se ha comprobado que la modificacién se produce
de manera especifica en el extremo N-terminal mediante estudios de transaminacion,
digestién mediante la endoproteinasa Glu-C y estudios de fragmentacién MS/MS
(Seccion Experimental, Figura 83). En cambio, su uso con proteinas de mayor tamafio,
como la ubiquitina o la mioglobina, con una elevada presencia de lisinas internas
complica la modificacién selectiva del extremo N-terminal, aun utilizando pequefias
cantidades de reactivo (5 eq) aunque esta selectividad puede ser modulada mediante un
control del tiempo de reaccion. Como aproximaciéon complementaria nos planteamos la
busqueda de un derivado de acido escuarico que presente menor reactividad y estudiar

su aplicabilidad en la modificacién de proteinas.
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3.- Modificacién de proteinas con mono-escuaramidas y tioésteres
del acido escuarico

Hasta el momento se habfan investigado dos diésteres del acido escuarico (dibutil
escuarato y 41) como herramienta para la modificacion selectiva de péptidos y proteinas.
Como se ha explicado anteriormente, los ésteres del acido escudrico tienen una serie de
ventajas una de las cuales es la elevada reactividad frente nucleéfilos que permite una
rapida formacién de mono-escuaramidas. Esta elevada reactividad parece también estar
asociada con la modificacién del compuesto con lisinas internas requiriendo tiempos
cortos de reaccién para conseguir la modificacion selectiva. Por este motivo se exploré
el uso de mono-escuaramidas y tioésteres del acido escudrico como método alternativo

y complementario de modificacion selectiva de proteinas.
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Figura 66. Estructura de derivados del acido escuarico sintetizados (escuaramidas 46, 52 y el mono
tioéster del acido escuarico 54).

Se disefiaron en primer lugar la mono-escuaramida 46 y la sulfonamida 52, derivados que
contenfan sustituyentes aromaticos para hacer el sistema mas electréfilo y, por tanto,
incrementar la reactividad en el segundo paso de reaccién con la proteina. La sintesis de
estos dos compuestos se inici6 con la mono proteccion de 4,7,10-trioxa-1,13-
tridecanodiamina (PEG) con el dicarbonato de di-fer~-butilo (Esquema 23). La mono
proteccién se consiguié mediante la adicién lenta a 0 °C de una disolucién que contenia el
dicarbonato de di-Zere-butilo en THF al PEG disuelto en el mismo disolvente. Se dejé
agitando la reaccion a temperatura ambiente durante 12 h lo que dio lugar al compuesto

deseado (PEG-1) que se obtuvo con un 78% de rendimiento tras su aislamiento mediante

cromatograffa en columna.
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Esquema 23. Sintesis de 42 (PEG-1).

El siguiente paso fue el acoplamiento del grupo amina con el 4acido aromatico utilizando
1-hidroxibenzotriazol (HOBt) y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC)
como agentes de acoplamiento y NEt3;/DBU como base. Por ultimo, se incorporaron los
correspondientes escuaratos para dar lugar a las escuaramida 46 (Esquema 24) o

sulfonamida 52 (Esquema 26) correspondientes.
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Esquema 24. Sintesis de la escuaramida 46.
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En este punto habria que resaltar que en la sintesis de la sulfonamida 52 se presentaron
una serie de complicaciones. En un primer momento se disefié la sulfonamida 49
(Esquema 25) que contenia un linker de mayor longitud. La sintesis de 49 se inicié con la
reaccion de 42 y anhidrido succinico, obteniéndose asi el acido 47 que fue posteriormente
activado con EDC y HOBt para reaccionar con la sulfanilamida comercial. Aunque se
pudieron aislar pequefias cantidades de 48, en la mayorfa de los casos se detect6 una gran
proporcién de la succinimida 50 debido a la ciclacién intramolecular del acido terminal.
Este cierre del anillo se produce debido a la alta estabilidad de la succinimida (los anillos
de 5 miembros son muy estables). Esa estabilidad produce el ataque interno del acido a la
amina secundaria formando la succinimida correspondiente. Es por ello que se intentd
evitar la formacién de este producto aumentando la concentracién de la misma. Dado que
el producto de ciclacién no se pudo minimizar o evitar, esta ruta se descarté y se decidié

sintetizar el compuesto 52.
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Esquema 25. Sintesis de la sulfonamida 49

En vista de estos resultados, se sintetizd la sulfonamida 52 tras reaccion directa de
sulfanilamida con 42 y posterior reaccién con dibutil escuarato en THF en presencia de

DBU como base (Esquema 20).
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Esquema 26. Sintesis de la sulfonamida 52.

Se disefié también el tioéster del 4cido escuarico 54 (Esquema 27). Los alquil o aril
tioésteres del acido escudtico pueden presentar propiedades conformacionales y/o
estereoelectronicas diferentes en comparacioén con los andlogos que contienen nitrégeno
o carbono en parte debido a la mayor longitud de los enlaces C-S y S-escuarato.!”” Ademas
el grupo RS-escuarato ha demostrado gran estabilidad a la hidrdlisis y al ataque de
nucledfilos. Asi pues, el enlace CH3S-Sq resiste dos dias a 100 °C en una solucion al 13%
HCI, mientras en estas mismas condiciones el grupo CH30-Sq se hidroliza facilmente para
proporcionar 4cido escuarico.?® De manera similar, en la reaccion de 3-etoxi-4-
alquiltiociclobutenediona con dimetilamina se produce el desplazamiento del grupo etoxi

sin modificacién del grupo alquiltio (Figura 67A).21
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Figura 67. A) Estabilidad del grupo RS-escuarato al ataque de nucleéfilos; B) Diferentes métodos
descritos para sintetizar tioésteres del acido escuarico mono y disustituidos.

Varios métodos han sido descritos para la sintesis de alquil o aril tioésteres del acido
escuarico 1,2-disustituidos, como es el caso de la cicloadicion [2+2] de metiltioqueteno,?

la adicién de sulfuro de hidrégeno a dietil escuarato seguido de S-alquilacién,?! la adicién-

226



sustitucion de alquil tioles con 3,4-diclorociclobutenodiona®? y la adicién-sustitucion de
tioles con dimetil escuarato.?> Los métodos para la obtencién de derivados mono-
sustituidos son mas limitados. El método clasico se basa en una reacciéon de adicion-
sustitucion de dibutil escuarato con un tiol terminal, pero es susceptible a la formacién de
productos secundarios debido a dobles adiciones de tipo 1,2 o 1,4 (Figura 67B). El grupo
de investigacion de Ohfune presenté un nuevo método para la obtencién de derivados
mono-sustituidos consistente en la preparacion previa de un Zere-butil-metilescuarato que
al ser estéricamente voluminoso, evita la sustitucion del grupo Zere-butoxi. Este precursor
permite obtener mono-derivados con buenos rendimientos, pero el fer-butil-
metilescuarato de partida se obtiene solo con un 39% de rendimiento.!”” Ademas, la gran
estabilidad del grupo Zere-butoxi podria complicar en este caso la posterior modificacién de
la proteinas. Por todas estas razones, los analogos alquil o aril tioésteres del acido escuarico
disefiados fueron sintetizados mediante reacciéon de adicién-sustitucién de dibutil

escuarato con el tiol correspondiente.
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Esquema 27. Esquema de sintesis del mono-tioéster del acido escuarico 54.

La sintesis empieza con la proteccién de la cisteamina con dicarbonato de di-Zere-butilo. A
continuacién, el compuesto 53 obtenido, se disolvié en butanol y en condiciones basicas
se hizo reaccionar con el dibutil escuarato, obteniendo asi el producto esperado 54 con un
rendimiento del 37%. Se obtuvieron también mezclas de doble adicién 1,2 sobre el
carbonilo (55, Seccién Experimental) que pudieron ser separadas por cromatografia en
columna. I.a formacién del hidroxitioacetal 55 ha sido descrita anteriormente para la
reaccién de esteres del acido escuirico con tioles en base a una reacciéon 1,2 sobre el
carbonilo junto con una adicién 1,4 sobtre el carbonilo de la misma cetona o,f

insaturada.203
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Una vez obtenidas las escuaramidas 46 y 52 y el tioéster del acido escuarico 54, se pasé a
estudiar su reactividad utilizando la insulina como proteina modelo. Para ello, se incub6 la
insulina con 20 eq. de la escuaramida aromatica 46, la sulfonamida 52 y el mono-
tioescuarato 54. Al cabo de 3 h a temperatura ambiente, se observé la formacion de
producto modificado con un rendimiento del 10% en el caso de la escuaramida aromatica
46 (Seccién Experimental, Figura 85). En cambio, al cabo de 3 h de incubacién con 54, se
pudo observar la completa modificacién de la insulina. No se observé ningun tipo de

modificaciéon con 52 ni con la insulina ni con la mioglobina (Figura 68).
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Figura 68. A) Modificacién de la insulina con el compuesto 46. Los iones moleculares obtenidos
tras la deconvolucion del espectro de masas corresponden a [M+H]*= 5806 y 6325, que
corresponden a la proteina sin reaccionar y a la incorporacién de una unidad de 46 (calcd. para
C257H333N64O7356, M+H]+: 5807.61, calcd. para C233H420N(,30355(,, [L\/I‘i‘I_I]Jr = 6325.91 ) B) La
modificacién de la insulina con 54 proporciona dos especies [M+H]* = 6062 y 6317, que
corresponden a la modificaciéon de la proteina con una o dos unidades de 54 (calcd. para
Ca6sH306N66Os1S7, [M+H]* = 6061.71, caled. para CzroHagoNg7Osg5Ss, [M+H]* = 6316.76). C)
Reacciéon de modificacién de la mioglobina con 52 a pH 6.5. El espectro de masas tras la
deconvolucién solo muestra proteina sin modificar.

De manera analoga a la caracterizacion realizada anteriormente con el dibutil escuarato, se
estudié la modificacion de la insulina reducida con 54, observandose la modificacion
preferente de la cadena B. Ademis, el bloqueo anterior o posterior al tratamiento con 54

de los grupos sulfhidrilos mediante tratamiento con NEM, descarté una reaccién con las
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cadenas laterales de las cisteinas. En ambos casos, se observa la completa modificacion de
los 6 residuos de cisteina asf como la modificacion adicional de la cadena B con 54 (Seccion

Experimental, Figura 80).

3.1.- Modificacion de proteinas con tioésteres del acido escuarico 57, 60

Dada la actividad y el interés del mono-tioescuarato 54, se sintetizaron dos derivados
adicionales: el analogo biotinilado 57 y el compuesto 60 que presenta una azida para su

posterior modificaciéon mediante reacciones bioortogonales.

H
g7 N \n/\/o\/\o/\\/o\/\o/\\/ N3

BuO o 60

Figura 69. Derivados del mono-tioescuarato 54 sintetizados (57, 60).

En primer lugar se preparé el anidlogo biotinilado 57. La biotina es una molécula
importante en aplicaciones de biologfa molecular debido a su alta afinidad por la
estreptavidina y la avidina. Esta unién presenta una elevada estabilidad hacia valores
extremos de calor, pH y protedlisis, lo que permite la captura de moléculas biotiniladas en
una amplia variedad de entornos. Ademas esta interacciéon es fuerte, no covalente y
reversible, facilitando su posterior liberaciéon.?* La biotinilacién de proteinas se utiliza en
ensayos de movilidad, purificacion y adhesién a superficies sélidas al mismo tiempo que
se emplea para etiquetar moléculas diana con estreptavidina, y para el estudio de

modificaciones posttraduccionales como la ubiquitinacién.?%

La sintesis de 57 comenzé con la activacion del acido de la biotina en forma de éster de
pentafluorofenilo. La reaccién se llevo a cabo en DMF utilizando NEt; como base y a
temperatura ambiente, obteniéndose el compuesto deseado con un rendimiento del 61%
(Esquema 28). A continuacion, el éster activado de la biotina se hizo reaccionar en medio
bésico con el compuesto 54 desprotegido y a temperatura ambiente dando lugar al
compuesto biotinilado 57 que se purificé6 mediante cromatografia en columna (34%). Este
bajo rendimiento puede ser ocasionado debido a la presencia de acido trifluoroacético

(TFA) residual de dificil eliminacién presente en el compuesto 54 desprotegido. En este
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caso se deberfa haber afiadido mayor cantidad de base (NEts) para neutralizar el TFA.

Muestra de ello es la recuperacion de parte de la biotina activada 56.

Y

s NEt; DMF
NEL,
Ck?,NH of 3 DMF/CH,Cl,
S %6 F
HZN\/\S
OBu
0
i i
)\ \/\S
57 0 OBu

Esquema 28. Esquema de sintesis del compuesto 57.

Cuando se incubaron 20 eq. del mono-tioescuarato 57 con la insulina, se observé por
espectrometria de masas un incremento de masa correspondiente a la incorporacion de
una unidad de 57 6187.7, (caled. para Ci73HaooNesOs1Ss, [M+H]* = 6184.71),
comprobandose que la modificacién de la proteina se puede llevar a cabo con analogos
biotinilados de los derivados de mono-tioescuaratos (Seccién Experimental, Figura 87). Se
exploré también el uso de 57 para la modificacién de ubiquitina (Seccién Experimental,
Figura 88) y mioglobina (Figura 70) con conversiones del 45% y 21% respectivamente.
g0s 848 893 942 9%

17 1060
+21 +20 +19 +18 7F
707 738 422 416 1131 qa14 1304
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17332
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15000 20000

Figura 70. Modificacién de la mioglobina con 20 eq de 57 a pH 6.5 durante 3 h a 37 °C. Los iones
moleculares obtenidos tras la deconvolucion del espectro de masas corresponden a [M+H]|* = 16951
(Ca.lCd. para C769H1212N2100218S2, ﬂ\/IJrH]+ = 16952.00) y [1V[+H]+ = 17332 (Ca_lcd. para
Crs5H1231N213022084, [M+H]*+ = 17330.07).
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La sintesis del compuesto 60 se llevé a cabo a partir de la reaccién de acoplamiento entre
la cisteamina oxidada y PEG-2 en medio basico a temperatura ambiente durante 4 h
(Esquema 29). El progreso de la reaccién se analizé mediante LC-MS, observandose la
completa desaparicién del acido de partida y la presencia del compuesto 58 con una masa
molecular 699.24 (caled. para CosHs0NgO10S2, [M+H]™ = 699.32), el cual se empled en la
siguiente reaccién sin ser purificado. La reduccion del disulfuro 58 resultante mediante
tratamiento con TCEP propotcioné 59, con una masa molecular de 351.18 (calcd. para
Ci3Ha¢N4OsS [M+H]* = 351.17). Este compuesto se purificé en columna mediante
cromatograffa en fase reversa. Posteriormente, se llevé a cabo la incorporacién de dibutil
escuarato a temperatura ambiente vy, tras el analisis por EM tras 21 h de reaccién, se
observé una proporcion de compuestos 46:26:28 (59:58:60), lo cual indica que durante el
transcurso de la reaccién se forma de nuevo el compuesto oxidado 58. Al observar la
presencia de reactivo de partida 59, se afiadi6 mayor cantidad de dibutil escuarato y
transcurridas 21 h adicionales, se observé la ausencia de 59 y la proporcion de la mezcla
de compuestos cambié 35:65 (58:60). Finalmente, el compuesto esperado 60 se purificd

en columna mediante cromatografia de fase reversa obteniendo un 58% de rendimiento.
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Esquema 29. Esquema de sintesis del compuesto 60. CDI: 1,1 -carbonildiimidazol.

Una vez sintetizado se explor6 la reactividad del tioéster del acido escuarico 60. El interés
de esta sonda radica en la presencia de la azida terminal ya que permitiria la
funcionalizacién de las protefnas mediante un segundo paso de reaccién con alquinos

convenientemente modificados.

Los estudios preliminares se realizaron con 5y 20 eq. de 60 empleando como proteina la

insulina en una disolucién tampén de fosfato 0.1 M a pH 6.5, pero se observé que la
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modificacién avanzaba muy lentamente. Tras una optimizacién de las condiciones de
reaccién se observé que el uso de 60 eq. a pH 7 permitia obtener la casi completa
modificaciéon de la proteina al cabo de 140 min. Tras el analisis por EM se detectaron dos
especies que corresponden a la incorporacién de una y dos unidades de compuesto 60 con

una relacién 2.5:1 (Seccién Experimental, Figura 89).

La insulina modificada fue posteriormente conjugada a sondas mediante reacciones
bioortogonales. En los anteriores apartados se utiliz6 la cicloadicién 1,3-dipolar catalizada
por cobre (CuAAC). Sin embargo, en el caso de querer aplicar esta metodologia en sistemas
vivos o biomoléculas, los catalizadores de cobre limitan la utilidad de este proceso?” por
la generacion de especies reactivas de oxigenos y nitrégeno y por la toxicidad asociada a
Cu (1).27 Es por ello, que se decidié explorat el uso de cicloalquinos tensionados, como el
dibenzociclooctino (DBCO), que reaccionan con azidas sin necesidad de catalisis metalica
mediante SPAAC. Con esta finalidad se afadieron 2 eq. de DBCO-biotina. Después de 1
h de reaccion a temperatura ambiente, los resultados fueron analizados por EM
observandose la presencia de dos especies, la insulina mono-modificada con una unidad

de DBCO-biotina y la doblemente modificada (Figura 71).
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Figura 71. Estados individuales de carga detectados e ion molecular obtenido tras la deconvolucién
del espectro. La insulina modificada reaccioné con DBCO-biotina resultando en la formacién de
dos especies que corresponden a la conjugacion de la insulina modificada con una ((M+H]* = 6737.4)
o dos ([M+H]* = 7668.3) unidades de DBCO-biotina (caled. para Cs02H435N73087Ss,
[M+H]*=6234.98 calcd. para Cs47H4ssNg1O97S10, [M+H]* = 7665.31) El espectro de masas original
antes de la deconvolucién puede verse insertado.

El mismo procedimiento se aplicé a la ubiquitina, obteniendo la proteina mono-
modificada a las 2 h de reacciéon con un porcentaje de conversion del 37% y trazas de una
segunda modificacion. Tiempos mas largos resultaron en la apariciéon de productos
secundarios observandose a las 4 h un 38% de producto mono-modificado junto con un
8% de proteina doblemente marcada y a las 7 h un 40% de producto mono-modificado

junto con un 9% de producto doblemente marcado. (Secciéon Experimental, Figura 90). La
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ubiquitina modificada fue posteriormente tratada con 5 eq. de DBCO-biotina en una

disolucion tampon de fosfato a pH 7. El analisis de los resultados demostré que tras 1 h

ya se observaba la completa biotinilacién de la ubiquitina previamente modificada (Figura

72).

N
N
OO

. B

8567

8993 9499

10000 20000 10000 15000 20000

Figura 72. La reaccién de cicloadicién 1,3-dipolar entre la azida y el ciclooctino funcionalizado
permite la biotinilacién de la ubiquitina de manera especifica. El espectro deconvolucionado muestra
las especies presentes tras la modificacién de la proteina con 60 (ubiquitina [M+H]* = 8566 (calcd.
para Cs78He20N1050118S, [M+H]* = 8565.64) y con una modificacién [M+H]* = 8993 (calcd. para
C305sHgs53N 100012582, [M+H]* = 8993.77)). Tras la reacciéon con DBCO-biotina se detecta la
conjugacioén de la proteina previamente modificada ((M+H]* = 9499 (calcd. para Cy23Heg1N113012853
[M+H]* = 9493.96).

La modificacion de 60 se estudi6 también con la mioglobina. El tratamiento de la proteina
con 60 eq. de 60 durante 80 min permitié obtener la proteina con una sola modificacién y
un 46% de rendimiento, a pesar del gran nimero de residuos de lisina en la proteina. A
tiempos mas largos (2 h 25 min) se observa la proteina modificada (47%) y la formacién
de una especie doblemente modificada con un rendimiento del 22% (Figura 73). La
desaparicién completa de la proteina nativa sucede al cabo de 7 h 30 min, observandose
en estas condiciones la aparicion de una tercera poblacion que presenta tres modificaciones

con un 16% de rendimiento (Seccién Experimental, Figura 91).
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Figura 73. Reaccién de modificacién de la mioglobina con 60. El espectro deconvolucionado
muestra la proteina nativa ((M+H]* = 16950, calcd. para C760H1212N2100128S2 [M+H]* = 16952) y
la modificada con una unidad de 60 (80 min, 46%, ([M+H]* = 17364, calcd. para
Cr86H1236N2140225S3 [M+H]*™ = 17380.14). El espectro deconvolucionado (2 h 25 min) muestra la
formaciéon de una segunda especie doblemente modificada ((M+H]* = 17781, caled. para
Cs03H1260N218023284 [M+H]* = 17809.28).

Asi pues, los tioésteres desarrollados 57 y 60 permiten una facil modificacion de las
proteinas presentando una elevada selectividad para la formacién de especies mono
modificadas. Ademds, permiten su posterior modificacion mediante reacciones de tipo
click con por ejemplo DBCO-biotina. En futuros estudios se va a confirmar que la
especificidad mostrada por los tioésteres descritos es también selectiva para el extremo N-
terminal. Estudios previos realizados con el tioescuarato simple 54 e insulina asf lo indican.
Ademas se van a realizar estudios de reactividad de los tres tipos de derivados estudiados:
el dibutil escuarato, el di-3-butino escuarato (41) y los tioésteres 57 y 60 con péptidos de
pequefio tamafio, analogos a los descritos para 41 (Figura 55 y Tabla 16) para comparar su

cinética de reaccion y selectividad frente a la presencia de lisinas internas.

Las proteinas modificadas son herramientas esenciales para estudiar la funcién de
proteinas, preparar conjugados terapéuticos o construir nuevos materiales. Este tipo de
bioconjugados necesitan ser preparados mediante reacciones quimioselectivas y
bioortogonales. Los métodos mas comunmente usados se basan en la reactividad de las
cadenas laterales de lisina y cistefna, aunque suele resultar en mezclas heterogéneas de
proteinas marcadas. Otras aproximaciones se basan en la introduccién de amino acidos no
naturales y su posterior modificacién con reacciones bioortogonales o en la introduccion
de secuencias peptidicas que son reconocidas por enzimas. Aunque son métodos muy
selectivos y compatibles con células vivas, requieren de compleja ingenierfa genética para
introducir los aminodcidos no naturales o las secuencias sustrato. Estos dltimos afios esta
creciendo el interés por desarrollar métodos especificos que actien sobre el residuo o-

amina del extremo N-terminal.
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Algunos métodos previos requieren largos tiempos de reaccién, elevados excesos de
reactivos o requieren varios pasos para la modificacion final de las proteinas. Por ejemplo,
la acilacién con ésteres activados de N-hidroxisuccinimida (NHS) proporciona mezclas
heterogéneas debido a la facil modificacion de hidroxilos y lisinas internas.?® El
acoplamiento oxidativo de s-aminofenoles al extremo N-terminal es una reaccién rapida y
eficiente cuando el residuo N-terminal es una prolina pero moderada en los otros casos.
Ademas, el método no es compatible con la presencia de cisteinas no protegidas.'*’” Otros
métodos como la transaminaciéon requieren dos pasos y no puede ser aplicado a protefnas
que contienen residuos de His, Lys, Ttp, Pro o Gln.!# El uso de cetenas proporciona una
selectividad elevada para el extremo N-terminal, aunque moderada si se trata de los
residuos de Lys, Cys, Arg o His y requiere de largos tiempos de reaccién'?? al igual que la

técnica basada en la aminacion reductora.!34

En este capitulo se ha explorado el uso de derivados del acido escuarico para la
modificacion de proteinas, con selectividad en el extremo N-terminal. En concreto se ha
explorado el uso de dibutil escuarato y el di-3-butinil escuarato (41). Mientras el primero
permite la modificacién de la proteina en dos pasos utilizando reactivos comerciales, el
segundo permite la modificacién posterior mediante reacciones de tipo click. Ademas, su
elevada reactividad, probablemente debido una mejor solubilidad en el tampén de
reaccion, permite la modificacién de péptidos y proteinas de manera rapida aunque esto
puede afectar en algunos casos a la selectividad observada. En una segunda parte, se han
explorado tioésteres del acido escuarico como nuevas herramientas para la modificacion
de proteinas. Los compuestos disefiados y sintetizados 54, 57, 60 presentan una menor
reactividad, comparado con el éster del acido escuarico 41, lo que permite modular y
controlar la formacién de proteinas mono-modificadas. Serin necesarios estudios
adicionales para determinar y comparar la reactividad de los compuestos utilizados en este
capitulo. Ademas, setan requeridos estudios de digestién y analisis MS/MS de proteinas
modificadas para confirmar que tanto 54 como 60 muestran una preferencia para el grupo
N-terminal parecida a la mostrada por los diésteres dibutil escuarato y di-3-butinil

escuarato 41.
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CONCLUSIONES







Las principales conclusiones del capitulo 2 de la presente tesis son las siguientes:

= Como primera aproximacién, se ha estudiado la modificacién de proteinas
empleando los diésteres del acido escuarico dibutil escuarato y di-3-butin
escuarato (41), los cuales permiten una rapida modificacién de péptidos y
proteinas. Mientras el primero permite la modificacién de la proteina en dos
pasos utilizando reactivos comerciales, el segundo permite la modificacion
posterior mediante reacciones de tipo click. Se ha comprobado que la
modificacién se produce de manera mayoritaria en el extremo N-terminal
mediante estudios de transaminacion, digestion a través de la endoproteinasa
Glu-C y estudios de fragmentaciéon MS/MS. En proteinas de mayor tamafio
que la insulina, como la ubiquitina o mioglobina con elevada presencia de lisinas
internas, la selectividad disminuye. Por este motivo se exploraron tioésteres del
acido escuarico como alternativa al uso de diésteres del acido escuarico para la
modificacion selectiva de protefnas.

= Los nuevos tioésteres sintetizados 54, 57, 60 presentan una menor reactividad
comparada con los diésteres del acido escuarico, lo cual permite modular y
controlar la formacién de proteinas mono-modificadas. De entre estos
compuestos destaca el tioéster del acido escuarico 60. Su interés radica en la
presencia de la azida terminal ya que permite la funcionalizacién de las proteinas
mediante un segundo paso de reaccién con alquinos convenientemente

modificados.

Asi, pues en este segundo capitulo se ha explorado el uso de esteres y tioésteres del acido
escuarico para la modificacién selectiva de proteinas en condiciones suaves (en disolucién
acuosa y a temperatura ambiente) empleando tiempos de reaccion cortos y dos simples
pasos de bioconjugacién. El primer paso consiste en la incorporacién a la proteina de
tioésteres del acido escuarico de sintesis sencilla y el segundo permite la posterior
modificaciéon mediante una reaccién de tipo click incorporando nuevas funcionalidades
con la intencién de mejorar o conceder propiedades nuevas o facilitar el estudio de su
funcion e interacciones. Este nuevo método permite la modificacion especifica y completa
de proteinas de manera mayoritaria en el extremo N-terminal. Algunos métodos de
modificacién de proteina descritos en la literatura requieren largos tiempos de reaccion,
elevados excesos de reactivos, varios pasos para la modificacién final de las proteinas y
modificacién inespecifica de varios residuos de lisina. Por tanto este nuevo método de

modificacién de proteinas complementa y supera algunas de las limitaciones de los
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métodos existentes por lo que amplia el abanico de herramientas disponibles en este

campo.
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SECCION EXPERIMENTAL







1.- Sintesis y caracterizacion de productos

1.1.- Consideraciones generales

Todos los productos quimicos utilizados proceden de las casas comerciales Sigma Aldrich,
TCI Europe, Fluka, Alfa Aesar, Merck Chemicals y Acros Organics. Los disolventes
empleados proceden de Carlo Erba y Panreac. Los disolventes anhidros se obtuvieron
mediante purificacién través de una columna de alimina activada en un sistema de
purificacion de disolventes (SPS). Para los analisis mediante HPLC y UPLC-TOF se
utilizaron disolventes de grado HPLC. La proteasa empleada en la digestién de las
proteinas procede de la casa comercial Sigma Aldrich: endoproteinasa Glu-C procedente
de Staphylococcus anrens V8. La quimotripsina empleada en la digestion peptidica procede de

la casa comercial Sigma Aldrich: «a—Quimotripsina del pancreas bovino.

Las reacciones de sintesis de los compuestos fueron monitorizadas mediante analisis por
cromatograffa en capa fina (CCF). Se utilizaron laminas de aluminio recubiertas con
ALUGRAM® SIL G / UV254 (0.2 mm de espesor, Macherey-Nagel). Como agente de
visualizacién se empleé luz ultravioleta (UV) a A=254 nm o las siguientes disoluciones de
revelado:

Disolucién de 4cido fosfomolibdico. Se disuelven 100 mL de la disolucién preparada de
acido fosfomolibdico al 20 % (20 g /100 mL en etanol) en 100 mL de etanol.

Disolucién de ninhidrina. Se disuelven 0.2 g de ninhidrina en 100 mL de etanol absoluto.

La cromatografia en columna flash se llevé a cabo con los disolventes indicados en la
seccion experimental (apartados 1.2, 1.3) utilizando como fase estacionaria gel de silice
“flash-grade” de 60 A (37-70 um). Las separaciones se llevaron a cabo manualmente
utilizando columnas de vidrio de diferentes tamafios o bien empleando Isolera Biotage
Prime con el cartucho y gradiente de disolvente indicados en el procedimiento

experimental (apartados 1.2, 1.3, 1.4).

Los espectros de RMN fueron registrados a temperatura ambiente en un equipo Varian
Mercury 400 utilizando como disolventes CDCl3, CD3;0D y DMSOdj. La calibracion se
realiz6 tomando como referencia el pico del disolvente correspondiente. Los
desplazamientos quimicos (8) se expresan en partes por millén (ppm) en relacién con la
sefial del disolvente y las constantes de acoplamiento (J) se expresan en Hertzios (Hz). Las
multiplicidades observadas en la asignacion de sefiales apatecen en el texto de la siguiente

manera: s (singulete), d (doblete), dd (doble doblete), ddd (doblete de dobletes de dobletes),
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t (triplete), td (triple doblete), tap (triplete aparente), q (cuartete), m (multiplete), br (sefial

amplia), tap (triplete aparente).

Las reacciones con irradiaciéon de microondas se llevaron a cabo en un reactor CEM
Discover Focused™. El instrumento consiste en un sistema de suministro continuo de
energfa de microondas enfocada con una potencia de salida seleccionable por el operador
de 0 a 300 W. Las reacciones se realizaron en recipientes de vidrio de 10 ml sellados con
septum. La temperatura del contenido del recipiente se controlé utilizando un sensor de
infrarrojo (IR) y la temperatura indicada corresponde a la temperatura maxima alcanzada
durante cada experimento. El contenido de los recipientes se agita por medio de una placa
magnética giratoria ubicada debajo de la cavidad del microondas y una barra de agitacion
magnética recubierta de teflon en el recipiente. El tiempo especificado corresponde al
tiempo total de irradiacién. El enfriamiento eficiente se logra por medio de aire presurizado
durante todo el experimento. Los perfiles de temperatura, presién y potencia se
monitorizaron utilizando el software disponible comercialmente proporcionado por el

fabricante del microondas.

Las reacciones de los compuestos derivados de acido escuarico con los diferentes péptidos
fueron monitorizadas mediante HPLC. Se utiliz6 un equipo Waters 2695 acoplado a un
detector de fotodiodos utilizando una columna de fase reversa C18 (Bridge C18 3.5 um,
4.6x100 mm columna). La deteccién por UV se realizé a 220 nm y el gradiente empleado
fue de acetonitrilo (ACN) (0.036% de 4cido trifluoroacético TFA) en HO (0.045% TFA)
en 8 min desde 5% a 70% a un flujo de 1 mL/min. El volumen de inyeccién de muestra

fue de 5 pl..

Las reacciones de los compuestos derivados de 4acido escuarico con las diferentes proteinas
fueron monitorizadas mediante UPLC-TOF y HPLC-MS. Los analisis de espectrometria
de masas se registraron en el equipo UPLC Acquity acoplado a un espectrémetro de masas
con un detector de tiempo de vuelo Premier LCT (Waters) utilizando la técnica de
ionizacién por electrospray (ESI). Los datos fueron adquiridos en ESI positivo. Las
muestras, con un volumen de inyeccion de 10 pl, se analizaron en una columna C18
(Acquity UPLC® BEH C18 1.7 um, 2.1 x 100 mm columna) donde la fase mévil utilizada
es una mezcla de ACN (0.076 % de 4cido fé6rmico)/H>O (0.076 % de 4cido férmico) en
un gradiente de 5 a 100% de ACN en agua durante 8 min. Las relaciones /% se muestran

en unidades de masa atémica.
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La adquisicion de espectros de los péptidos modificados para determinar la selectividad
N-terminal »s el grupo e-amino, se realiz6 mediante un espectrémetro de masas MALDI-
TOF/TOF (AutoFLEX III, Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) equipado con un ldser
de N2 pulsado (337 nm) en modo reflector positivo con un voltaje de aceleracion de 19
kV. Los espectros fueron adquiridos como la suma de 200 disparos con una frecuencia de
200 Hz y el rango de masa utilizado para el analisis fue de 600-2500 Da. La matriz (10
mg/mlL 4cido a-ciano-4-hidroxicindmico (HCCA) en ACN/H0 2:1 0.1%TFA) se mezcld
con la muestra (uM) en proporcién 1:1, a continuacién se deposité 1 pl. de la mezcla en la

placa y se dejo secar.

1.2.- Sintesis de nuevos inhibidores de Atg4B

1.2.1.- Sintesis de la imina simétrica NSC43949

@ H OH
NN
OH H ﬁ
2,2'-((1E,11E)-2,5,8,11-tetraazadodeca-1,11-dieno-1,12-diilo)difenol (NSC43949). En
la sintesis de este compuesto, los reactivos comerciales aldehido salicilico (436.3 pL ,4.09
mmol) y trietilentetramina (306.1 ul, 2.05 mmol) se disolvieron en 5 mL de metanol.
Después del calentamiento a reflujo (70 °C) durante 3 h, se eliminé el disolvente mediante
presion reducida y se adicioné CH2Cl, (x3) con la finalidad de extraer las fases organicas y
secarlas sobre NaxSO4 anhidro. Finalmente, el disolvente se evaporé a presion reducida y
se obtuvo el compuesto como un sélido amarillo (286.4 mg, 0.8 mmol, 40 %). "H RMN
(400 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 8.22 (s, 2H), 7.59-6.68 (m, 8H), 3.41 (d, J=4 Hz, 4H), 2.95
(m, 4H), 2.65 (m, 4H). HRMS: (m/2) calcd. para CpoH2N4O2: 355.2134 [M+H]",
encontrada 3552166 [M+H]*. Imina-aminal: "H RMN (Se han encontrado picos
importantes: imina [8.22 (s, 2H)], aromaticos [7.59-6.68 (m, 12H)], 3.57 (m, 4H). HRMS:
(m/z) calcd. para Co7H30N4O3: 459.2396 [M+H]*, encontrada 459.2426 [M+H]*.
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1.2.2- Sintesis de NSC611216 y su regioisémero

= Via de sintesis 1

OH
0, 0.0 O N0
R o Mmoo
|OO NHoOH-HCI, OO Na,COg,
NO, NaAcOEt, NO, DNCB
Hzo
(?R
(0] N (0} O O
NH HN
ST ——
Transposicion +
de Lossen
NO, NO, NO,
R=DNB 12 14 15

Esquema 30. Esquema de sintesis de los compuestos 14 y 15 mediante la via de sintesis 1.

(?H 2-hidroxi-5-nitro-1H-benzo[ de]isoquinolina-1,3(2 H)-diona.

O N0 Dicha sintesis se inicié a partir del anhidrido 3-nitro-1,8-naftalico

disponible comercialmente. Se prepard una disoluciéon del anhidrido
OO NO, 3-nitro-1,8-naftalico (1 g, 4.11 mmol), clorhidrato de hidroxilamina
(342.9 mg, 4.93 mmol) y acetato de sodio (404.4 mg, 4.93 mmol) en 15 mlL de agua
destilada. L.a mezcla de reaccion se calentd con agitaciéon a 80 °C durante 3 h. El producto
se aislo por filtracion y se lavé con agua. El crudo sélido de color marrén palido resultante
se utilizo en la siguiente reaccién sin ninguna manipulacién adicional (1.0 g, 3.89 mmol,
95%). "H RMN (400 MHz, DMSO-dy) 6 (ppm): 10.98 (s, 1H), 9.50 (d, /=2.4 Hz 1H),
8.97 (d, J=2.4 Hz, 1H), 8.79 (d, J=8 Hz, 1H), 8.70 (d, J=7.2 Hz, 1H), 8.07 (t, J=7.2 Hz,
1H). 3C RMN (101 MHz, DMSO-dp) 6 (ppm): 160.1, 159.6, 145.7, 136.4, 133.9, 130.8,
129.8, 129.2, 128.3, 124.2, 122.8, 122.7. HRMS: (m/2) calcd. para C12HgN2Os: 257.0198
[M-H]-, encontrada 257.0211 [M-H]-.

2-(2,6-dinitrofenoxi)-5-nitro-1H-benzo[de]isoquinolina-1,3(2H)-diona (12). Una
O,N NO;  disolucion de la diona antetior (700 mg, 2.71 mmol), Na,COj3
O@ (151.6 mg, 1.43 mmol) y 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (645.6 mg,

le) N (o) 3.19 mmol) en 40 mL de agua destilada, se calent6 a reflujo. La
disoluciéon de color anaranjada adquirié con el transcurso del

OO tiempo una tonalidad marrén palido. Tras 2 h, el material de
NO,

partida se consumi6 (segin se verific6 mediante CCF) y el matraz
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se dejo enfriar por debajo de 50 °C y se filtr6. El material resultante se lavé con HxO y se
redisolvié en metanol calentando durante 2 h a reflujo para eliminar el exceso de 1-cloro-
2,4-dinitrobenceno. Posteriormente, se dejo enfriar, el precipitado se filtré6 en placa
filtrante lavando con metanol frio y se sec6 para obtener un producto de color marrén
rojizo (930 mg, 2.19 mmol, 81%).* '"H RMN (400 MHz, DMSO-dj) 6 (ppm): 9.60 (s,
J=2.3 Hz, 1H), 8.98 (dd, J=12.3, 2.5 Hz, 2H), 8.89 (d, /=8 Hz, 1H), 8.74 (dd, /]=7.4, 1.1
Hz, 1H), 8.63 (m, 1H), 8.44 (dd, J=9.3, 2.7 Hz, 1H), 8.16-8.10 (m, 2H). 3C RMN (101
MHz, DMSO-dp) 6 (ppm): 159.2, 158.8, 155.0, 145.8, 142.9, 137.3, 136.7, 134.5, 130.7,
130.5, 129.8, 129.6, 129.3, 124.6, 123.3, 123.1, 122.1, 116.6. HRMS: (mm/Z) calcd. para
C1sHsN4Oo: 423.0213 [M-H], encontrada 423.0250 [M-H]-.

0
HN HN

“NOZ O2N“

4-Nitrobenzo[ cd]indol-2(1H)-ona y 7-Nitrobenzo| cd]indol-2(1H)-ona (14, 15).

Se afiadi6 NaOH (75.5 mg, 1.89 mmol) a una disolucién de 4 mL de agua destilada y 10
mL de EtOH (H2O:EtOH, 2:5)° y seguidamente se adicion6 12 (200 mg, 0.47 mmol). La
mezcla se agité a temperatura ambiente durante 16 h. Tras este tiempo, aproximadamente
el 50% del disolvente se evapord. Posteriormente se afladié agua destilada (6 mL) a la
disolucion restante. L.a mezcla de reaccion se filtré y el precipitado se deseché. Al filtrado
se afiadié una disolucion de HCI 1N con la finalidad de ajustar el pH a 2-3 y posteriormente
dicha mezcla se calent6 a 70 °C durante 2 h. A continuacién, se extrajo directamente el
filtrado con clorobenceno (x3)°. Posteriormente, las fases organicas se juntaron y se
secaron sobre NaxSO4anhidro y el disolvente se eliminé bajo presion reducida dando lugar
a un sélido anaranjado (66.8 mg, 0.31 mmol, 66%) como una mezcla de regiosiémeros 4-
Nitrobenzo[edlindol-2(1H)-ona (15) y 7-Nitrobenzo[¢d]indol-2(1H)-ona (14) en una

proporcién 2:1 respectivamente determinado por RMN.

Rendimiento global: (0.95 x 0.81 x 0.66) x 100 = 50.8%

Con la finalidad de incrementar el rendimiento total de esta sintesis, se exploré otro

procedimiento experimental.
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=  Via de sintesis 2

NH20H HCI,
NO, piridina,
p-TsCl Lo
R= p-TS 13
Transposmlon
de Lossen
NO, NO,

Esquema 31. Esquema de sintesis de los compuestos 14 y 15 mediante la via de sintesis 2.

\@\ p-toluensulfonato de 5-nitro-1,3-dioxo-1H-
o}

g benzo[de]isoquinolin-2(3H)-ilo  (13). El  reactivo
/y ‘O

OO I{I o comercial anhidrido 3-nitro-1,8-naftalico (500 mg, 2.06

mmol) y el clorhidrato de hidroxilamina (142.9 mg, 2.06
OO mmol) se disolvieron en 7 ml de piridina. L.a mezcla de
NO; reaccién resultante se calenté a reflujo durante 1 h. A
continuacion, la reaccion se enfrié a temperatura ambiente y entonces se afiadié el cloruro
de p-toluensulfonilo (784 mg, 4.11 mmol). La mezcla de reaccién se calenté a reflujo
durante 2 h adicionales, y tras este tiempo, se enfrié a temperatura ambiente, se vertié en
agua con hielo (50 mL) y se agité hasta la apariciéon de un precipitado. El precipitado se
filtr6 y se lavé con agua fria y con NaHCOj saturado para dar lugar al compuesto deseado
como un sélido amarillento con un rendimiento cuantitativo (830 mg, 2.06 mmol, 100%).
H RMN (400 MHz, CDCIl3) 6 (ppm): 9.30 (s, 1H), 9.19 (s, 1H), 8.81 (d, ]=8.4 Hz, 1H),
8.52 (d, /=8.3 Hz, 1H), 8.0 (m, 3H), 7.44 (m, 2H), 2.52 (s, 3H). 3C RMN (101 MHz,
CDCls) 6 (ppm): 159.0, 158.4, 147.0, 146.5, 136.9, 135.7,133.7,132.0, 131.5, 130.2, 130.1,
129.6,129.5, 125.4, 124.1, 122.9, 22.1. HRMS: (1m/Z) calcd. para C1oH12N>O7S [M+H]*:
413.0443, encontrada 413.0409.
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o)
HN HN

“ NO, O,N “

4-nitrobenzo[cd]indol-2 (1H)-ona (15) y 7-nitrobenzo[cd]indol-2(1H)-ona (14). El
compuesto 13 (778 mg, 1,89 mmol) se disolvié en etanol (5 mL) y HoO (4 mL) y se afiadié
una disolucion acuosa de hidroxido de sodio (2.7 M, 3 mL) a temperatura ambiente. La
mezcla resultante se calent6 a reflujo durante 1 h mientras se destilaba etanol. Cuando el
andlisis por capa fina mostrd la finalizacion de la reaccion, la mezcla se enfrié y se afiadio
gota a gota acido clorhidrico concentrado hasta que se formé un precipitado amarillo. Tras
enfriar a temperatura ambiente, el precipitado se recogié por filtracion y se lavo con agua,
dando lugar a una mezcla de 4- y 7-nitrobenzo [cd] indol-2 (1H) -ona (390 mg, 1.82 mmol,
97%) en una proporcion 2:1 determinado por RMN. 4-Nitrobenzo[ cd]indol-2(1H)-ona
(15).'H RMN (400 MHz, DMSO-dy) 6 (ppm): 11.14 (s, 1H), 9.21 (d, J=1.6 Hz, 1H),
8.59 (d, J=1.6 Hz, 1H), 7.86 (d, j=8.5 Hz, 1H), 7.67 (dd, J=8.5, 7.2 Hz, 1H), 7.19 (d, J]=7.1
Hz, 1H); 7-Nitrobenzo [ cd]indol-2(1H)-ona (14). 'H RMN (400 MHz, DMSO-d;) &
(ppm): 11.14 (s, 1H), 8.73 (d, J=1.5 Hz, 1H), 8.48 (d, J=8.1 Hz, 1H), 8.24 (d, /=7.0 Hz,
1H), 7.98 (dd, J=8, 7.5 Hz, 1H), 7.58 (d, /=1.6 Hz, 1H). HRMS: (m/Zz) calcd. para
C11HeN203 [M-H]: 213.0300, encontrada 213.0344.

Rendimiento global: (1 x 0.97) x 100 = 97%

NH NH

§

(°
30

RS

NH
NO, NH
104 " O /\|/\
O
HN SnCly, HN P (x)-epiclorhidrina, HN O
H,O/HCI LiClO,,
0 DOV O®
NO, NH
h > . H/\/\
NSC611216

Esquema 32. Esquema de sintesis de los compuestos 18 y NSC611216.
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O
HN HN

CO,, 0

4-aminobenzo[cd]indol-2(1H)-ona (17) y 7-aminobenzo[cd]indol-2(1H)-ona (16).
Inicialmente el SnClz (2.6 g, 13.89 mmol) se disolvié en HCI (37%, 14 mL) y H2O (5 mL).
A esta disolucion, se anadi6 lentamente una mezcla de 4-nitrobenzo[¢d]indol-2(1H)-ona
(15) y 7-nitrobenzo|cd)indol-2(1H)-ona (14) (700 mg, 3.27 mmol). La mezcla resultante se
calenté a 50 °C durante 4 h y la reaccion se siguié mediante cromatografia en capa fina.
Posteriormente, se enfrié la mezcla a 0 °C y la reaccidn se basificé mediante la adiciéon de
una disolucién acuosa de NaOH 6 M. La mezcla resultante se extrajo con acetato de etilo
(x3). Las fases organicas se secaron sobre MgSO4y se concentraron a presion reducida
para proporcionar una mezcla 2:1 de 4- y 7-aminobenzo[¢d]indol-2(1H)-ona (540 mg) que
se separo por cromatografia en fase normal (Isolera Biotage, Cartucho SNAP KP-Sil 25 g,
eluyente CH>Cl,/MeOH (de 98:2 a 97:3), dando lugar al compuesto 17 puro (103.6 mg,
0.56 mmol) y 16 (56.2 mg, 0.31 mmol), junto con una mezcla de ambos (369.1 mg, 2.00
mmol) con un rendimiento total del 88%. 4-aminobenzo[cd]indol-2(1H) -ona (17). 'H
RMN (400 MHz, CD30D) 6 (ppm): 7.50 (d, J=1.6 Hz, 1H), 7.31 (m, 2H), 7.23 (d, J=1.5
Hz, 1H), 6.73 (dd, /=6.0, 1.4 Hz, 1H). 3C RMN (101 MHz, CD;0D) § (ppm): 172.3,
151.0, 138.7, 132.1, 130.0, 128.9, 121.0, 120.0, 115.9, 113.3, 104.7. HRMS: (m/z) calcd.
para Ci1HgN2O [M+H]*: 185.0715, encontrada 185.0702; 7-aminobenzo[cd]indol-
2(1H)-ona (16). 'H RMN (400 MHz, CD;0D) & (ppm): 7.75 (d, /=8.0 Hz, 1H), 7.67
(d, J=6.8 Hz, 1H), 7.57 (dd, J=8.1, 7.1 Hz, 1H), 6.65 (d, J=1.4 Hz, 1H), 6.62 (d, J=1.4 Hz,
1H). BC RMN (101 MHz, CD3;OD) 6 (ppm): 173.0, 150.7, 139.7, 132.5, 129.9, 129.7,
127.5, 122.5, 120.2, 101.8, 100.1. HRMS: (m/2) caled. para CjHgN,O [M+H]* :
185.0715, encontrada 185.0712.
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HN HN

oI oo
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4-((3-cloro-2-hidroxipropil)amino)benzo[ cd]indol-2(1H)-ona (NSC611216) y 7-((3-
cloro-2-hidroxipropil)amino)benzo[cd]indol-2(1H)-ona (18). A una disolucién de
LiClO4 (101.7 mg, 0.96 mmol) y (%) epiclorohidrina (22.1 mg, 0.24 mmol) en ACN (2 mL),
se afiadié una mezcla de anilinas 16 y 17 (44 mg, 0.24 mmol) y se agit6 bajo irradiacion de
microondas durante 60 min (150 °C, 150 PSI, 150W). L.a mezcla de reaccion se diluyé con
agua y se extrajo con acetato de etilo (x3). Las fases organicas combinadas se secaron sobre
MgSOy, se filtraron y se concentraron a presion reducida, dando lugar al crudo de reaccion
el cual se purific6 en columna cromatografica utilizando una proporcion de disolventes
CH>Clz/MeOH (de 99:0 + 1% NEt; a 95:5 + 1% NEt3) obteniéndose asi el compuesto
NSC611216 (18 mg, 28%) y 18 (10 mg, 15%). NSC611216: 'H RMN (400 MHz,
CD3;0D) & (ppm): 7.53 (d, J=1.7 Hz, 1H), 7.39-7.30 (m, 2H), 7.14 (d, J=1.7 Hz, 1H), 6.73
(dd, j=5.3, 2.2 Hz, 1H), 4.09 (m, 1H), 3.77-3.64 (dq, J=11.2 Hz, 3.2 Hz, 2H), 3.51 (dd,
J=7.6 Hz, 5.2 Hz, 1H), 333 (m, 1H). 3C RMN (101 MHz, CD;OD) & (ppm): 175.5,
151.6,138.7,132.3,130.1, 129.0, 120.7,120.1, 115.4, 109.3, 104.5, 70.8, 48.3, 48.1. HRMS:
(m/Z) calcd. para Ci4HisCIN2O, [M+H]*: 277.0587, encontrada 277.0280; 18: "H RMN
(400 MHz, CD;0D) 6 (ppm): 7.38 (d, J=1.0 Hz, 1H), 7.31 (d, J=1.7 Hz, 1H), 6.96 (d,
J=1.7 Hz, 1H), 6.77 (dd, J=5.9, 1.7 Hz, 2H), 459 (br s, 1H), 4.31(m, 1H), 3.80-3.64 (m,
2H), 3.51 (dd, j=13.4,5.2 Hz, 1H), 3.35 (m, 1H). 3C RMN (101 MHz, CD30D) 6 (ppm):
172.3, 151.6, 138.7, 132.3, 130.1, 128.9, 120.6, 120.1, 115.4, 109.3, 104.5, 78.8, 48.1, 47.9.
HRMS: (m/Z) calcd. para Ci4Hi3CIN2Oz [M+H]*: 277.0744, encontrada 277.0765.
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1.2.3- Sintesis de analogos de NSC611216

(0]
NH
oe e LI
HoO/HCI

19 NO, 20 NH

()-epiclorhidrina, Oe
LiCIOy4, EtOH,
21 HO]\

Cl
H40H SnCI2
HQO.’HCI
NO, NH;
22 23
H
(0] N (0]
(x)-epiclorhidrina, Oe
LiBr, DMF

H/\/\ cl

24 OH

Esquema 33. Esquema de sintesis de los compuestos 21 (A) y 24 (B).

O] 6-nitrobenzo[cd]|indol-2(1H)-ona (19). Sobre wuna disolucién de

NH
benzo[cd]indol-2(1H)-ona (500 mg, 3 mmol) en 5 ml de acido acético

Oe glacial, se afiadi6 gota a gota una disolucién de acido nitrico al 70% (171 pl,,

NO, 3.84 mmol). LL.a mezcla de reaccion se calentd a 50 °C durante 1.5 h y luego

se enfti6 a temperatura ambiente. La suspension verdosa resultante se filtro,
se lavé con 4acido acético acuoso al 50% y se secd. El sélido obtenido se disolvié en 7 mL
de MeOH y se calent6 a reflujo durante 4 h (la mezcla resultante adquirié una tonalidad
naranja) y posteriormente se enfrié a 0 °C. Finalmente, la mezcla se filtr6, se lavéd con
MeOH frio y se sec6 a presion reducida para proporcionar un material crudo de color

naranja (700 mg) el cual se utilizdé en la siguiente reaccién sin ninguna purificacion

adicional. TH RMN (400 MHz, DMSO-ds) (ppm): 9.07 (d, J=8.5 Hz, 1H), 8.62 (d, J=8.1
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Hz, 1H), 8.18 (d, /=7.0 Hz, 1H), 7.98 (dd, J=8.6, 7.0 Hz, 1H), 7,02 (d, J=8.0 Hz, 1H);
HRMS: (m/Z) calcd. para C11H¢N2O3 [M-H]: 213.0300 encontrada 213.0341.

] 6-aminobenzo[cd]indol-2(1H)-ona (20). El crudo 19 (171 mg, 0.8

Il mmol) se afadi6 lentamente a una disolucién de SnCly (645 mg, 3.40 mmol)

OO en HCI (37%, 4 mL) y agua (1.5 mL). L.a mezcla de reaccién se agité a 50

°C durante 4 h. Posteriormente se enftié a 0 °C y se basificé hasta pH 10

NH. mediante la adicién de una solucién acuosa de NaOH 6M. Seguidamente el
material crudo se filtré a través de celite, se extrajo con acetato de etilo (x3), las fases
organicas se secaron sobre MgSOy4 y se evapor6 el disolvente en el rotavapor obteniéndose
el compuesto deseado (147 mg, 0.978 mmol, 100%). "H RMN (400 MHz, DMSO-d) &
(ppm): 10.87 (br s, 1H), 8.32 (d, J=8.2 Hz, 1H), 8.09 (d, J=6.9 Hz, 1H), 7.91 (dd, /=8.3,
7.0 Hz, 1H), 7.41 (d, J=7.4 Hz, 1H), 6.97 (d, /=7.5 Hz, 1H). 3C RMN (101 MHz, DMSO-
ds) 6 (ppm): 168.6, 137.2, 131.5, 129.4, 127.1, 125.9, 124.8, 123.4, 123.3, 122.2, 105.9;

HRMS: (m/Z) calcd. para C11HgN>O [M+H]*: 185.0715, encontrada 185.0689.

o  6-((3-cloro-2-hidroxipropil)amino)benzo[ cd]indol-2(1H)-ona (21).
HN La anilina 20 (40 mg, 0.22 mmol) se adicion6 a una disolucién que

OO contenfa LiClO4 (76.7 mg, 0.72 mmol) y (£)-epiclorohidrina (20 mg, 0.22
mmol) en etanol (2 mL). La mezcla resultante se calent6 a 80 °C durante
NH

16 h. Transcurrido este tiempo, se afiadié otro eq. de (£)-epiclorhidrina
([ OH y la reaccién se calenté durante 24 h adicionales. Finalmente, se afiadié
Cl agua (2 mL) y la mezcla de reaccion se extrajo con acetato de etilo (x3).

Las fases organicas se lavaron con salmuera y se eliminé el disolvente en el rotavapor. El
residuo resultante se purificé mediante columna cromatogrifica (CH2Cla/MeOH, con un
gradiente desde 0% a 10% de metanol) dando lugar al compuesto 21 (12.6 mg, 0.045 mmol,
21%) junto con material de partida sin reaccionar (22.4 mg, 0.122 mmol, 54%). "H RMN
(400 MHz, CD3;0D) 6 (ppm): 8.33 (d, J=8.2 Hz, 1H), 8.05 (d, /=7.0 Hz, 1H), 7.72 (dd,
J=8.2,7.0 Hz, 1H), 6.89 (d, J=7.7 Hz, 1H), 6.52 (d, J=7.6 Hz, 1H), 4.17 (m, 1H), 3.51-3.99
(m, 4H), 3.36 (s, 1H). BC RMN (101 MHz, CD3;0D) 6 (ppm): 171.5, 165.0, 128.31,
128.1,127.5,125.3,123.3,110.4, 105.7, 105.0, 70.5, 49.3, 48.2, 37.0. HRMS: (111/z) calcd.
para C14H13CIN2O, [M+H]*: 277.0744, encontrada 277.0737.
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5-nitro-1H-benzo[de]isoquinolina-1,3(2H)-diona (22). A una
disolucion ~ de  anhidrido 3-nitro-1,8-naftalico  disponible
OO comercialmente (560 mg, 230 mmol) en H,O (10 mL) se afadié
NO; hidréxido de amonio (448 uL) y la mezcla de reaccion se calentd a
reflujo durante 4 h. Posteriormente, la mezcla se enfrié a 0 °C y el precipitado obtenido se
recogi6 por filtracion y se lavo con agua fria y etanol. El solido se secé al vacio para dar el
producto esperado que se utilizé en la siguiente reaccion sin purificacion adicional (486.7
mg, 2.01 mmol, 87%). "H RMN (400 MHz, DMSO-ds) (ppm): 12.03 (bt s, 1H), 9.43
(d, /J=2.4 Hz, 1H), 8.87 (d, /]=2.3 Hz, 1H), 8.74 (d, ]=8,3 Hz, 1H), 8.60 (dd, /=7.2, 1.1 Hz,
1H), 8.02 (t, J]=7,5 Hz, 1H). 3C RMN (101 MHz, DMSO-d) (ppm): 163.5, 162.9, 145.8,
136.3, 133.1, 131.1, 130.8, 129.7, 129.1, 124.5, 123.0, 122.2. HRMS: (mm/Z) calcd. para
C12HeN204 [M-H]: 241.0249, encontrada 241.0219.

H 5-Amino-1H-benzo[de] isoquinolina-1,3(2H)-diona (23). El
N

(0] 0

compuesto 22 (300 mg, 1.24 mmol) se afiadié lentamente como un
OO sélido a una disolucién de SnCly (998 mg, 5.26 mmol) en HCI (37%,
NH; 12 mL) y agua (5 mL). .a mezcla de reaccién se calent6 a 50 °C hasta
completar la reaccion. Tras enfriar la mezcla a 0 °C, la reaccion se basificé hasta pH 10
afiadiendo una disolucién de NaOH 6M. LLa amina deseada se extrajo con acetato de etilo
(x3). Los extractos organicos se secaron (MgSOg4) y se concentraron a vacio para
proporcionar el compuesto 23 (283 mg, 100%). '"H RMN (400 MHz, DMSO-d;) &
(ppm): 11.53 (br s, 1H), 8.0 (d, /=7.7 Hz, 2H), 7.89 (d, ]=2.3 Hz, 1H), 7.58 (t, ]=7.7 Hz,
1H), 7.26 (d, J=2.3 Hz, 1H), 5.95 (s, 2H). 3C RMN (101 MHz, DMSO-ds) & (ppm):
164.5, 164.3, 147.7, 133.8, 131.5, 126.8, 124.7, 123.1, 122.2, 121.8, 121.0, 111.7. HRMS:
(m/2) caled. para C2HsN>O» [M + H]*: 213.0664, encontrada 213.0647.

5-((3-cloro-2-hidroxipropil)amino)-1H-
benzo[de]isoquinolina-1,3(2 H)-diona (24). Se prepard
OO una disolucién de (+)-epiclorhidrina (36.8 ul, 0.47 mmol)
N ¢l en DMF (1 mL) a la cual se afiadi6 LiBr (5% mol, 0.0235

H/\O:\ mmol) y a continuacion la anilina 23 (100 mg, 0.47 mmol).

ILa mezcla se calenté a 100 °C durante la noche. Transcurrido este tiempo, la mezcla de

reaccion se diluyé con agua y se extrajo con acetato de etilo (x3). Las fases organicas
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combinadas se secaron sobre MgSQOy, se filtraron y se concentraron a vacio para dar un
producto crudo, el cual se purificé por columna cromatografica (Isolera Biotage, SNAP
Cartucho KP-C18-HS 12 g, utilizando como eluyentes agua + 0.1% HCOOH/ACN +
0.1% HCOOH (con una proporcion 90:10 a 80:20) para proporcionar el compuesto
deseado (16 mg, 0,057 mmol, 12%). "H RMN (400 MHz, CD3OD) § (ppm): 8.20 (dd,
J=7.1,0.8 Hz, 1H), 8.04 (d, ]=2.3 Hz, 1H), 7.99 (d, ]=8.0 Hz, 2H), 7.60 (t, ]=7.5 Hz, 1H),
7.37 (d, J=2.2 Hz, 1H), 4.45-4.37 (m, 1H), 4.26-4.15 (m, 2H), 3.72-3.57 (ddd, J=30.6, 11.3,
4.2 Hz, 2H). 3C RMN (101 MHz, CD;O0D) & (ppm): 166.4, 166.2, 148.9, 135.3, 133.1,
128.0,127.7, 124.1,123.4,123.3, 123.1, 114.7, 70.3, 48.5, 44.6. HRMS: (1m/Z) calcd. para
Ci5sH13CIN2O3 [M+H]™: 305.0693, encontrada 305.0613.

Procedimiento general para la sintesis de derivados de aminobenz[ cd]indol-2(1H)-

ona.

Inicialmente se prepard una disolucion de LiClOy4 (4 eq.) y el correspondiente epéxido (1.5
eq) en EtOH vy dicha disolucién se adicion6 a una mezcla 2:1 de 4 y 7
aminobenzo[cd|indol-2(1H)-ona (17 y 16, 1 eq.). La mezcla resultante se calent6 a 80 °C
durante 16 h. Posteriormente el disolvente se eliminé bajo presion reducida y el residuo
resultante se purificé por columna cromatografica con una mezcla de disolventes
CH2Cl/MeOH como ecluyentes. Alternativamente, la mezcla de reaccién se calenté bajo
radiacién de microondas durante 60 min (150 °C, 150 PSI, 150 W). Posteriormente, se
diluy6 con agua y se extrajo con acetato de etilo (x3). Las fases organicas se secaron sobre
MgSOy y se concentraron bajo presion reducida dando lugar a un producto crudo, el cual

fue purificado mediante columna cromatografica.

o) 0
HN HN
OH OH
4-((2-hidroxibutil)amino)benzo[cd]indol-2(1H)-ona (25) y 7-((2-

hidroxibutil)amino)benzo[cd]indol-2(1H)-ona (26). Se aplic6 el procedimiento
general a 40 mg (0.22 mmol) de una mezcla 2:1 de 4- y 7-aminobenzo[¢d]indol-2(7H)-ona
y (R,5)-(£)-1,2-epoxibutano dando lugar a 29 mg de 25 (0.113 mmol, 52%), 8.4 mg de 26
(0.033 mmol. 15%) junto con 10.6 mg (0.061 mmol, 28%) de la mezcla de anilinas sin
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reaccionar. (25) "H RMN (400 MHz, CD3;0D) 6 (ppm): 7.50 (d, /=1.6 Hz, 1H), 7.32
(m, 1H), 7.07 (d, J=1.6 Hz, 1H), 6.71 (dd, J=5, 2.5 Hz, 1H), 3.76 (m, 1H), 3.32 (dd, /=13.5,
4.3 Hz), 3.14 (dd, J=13, 7.3 Hz), 1.70 (m, 1H), 1.54 (m, 1H), 1.04 (t, J=7.5 Hz, 3H). 3C
RMN (101 MHz, CD;0OD) é (ppm): 172.4, 151.8, 138.6, 132.3, 130.0, 128.8, 120.5,
120.1, 115.4, 109.2, 104.4, 72.3, 51.0, 29.0, 10.4. HRMS: (1m1/2) calcd. para CisHigN2O2
[M+H]* = 257.1290, encontrada 257.1306. (26) '"H RMN (400 MHz, CD;0D) § (ppm):
7.78 (d, J=8.0 Hz, 1H), 7.64 (d, J]=6.8 Hz, 1H), 7.57 (dd, J/=8.1, 7.1 Hz, 1H), 6.61 (d, J=1.5
Hz, 1H), 6.46 (d, J=1.5, 1H), 3.80 (m, 1H), 3.28 (m, 1H), 3.15 (dd, J=12.8, 7.1 Hz, 1H),
1.68 (m, 1H), 1.55 (m, 1H), 1.05 (t, J=7.4 Hz, 3H). 3C RMN (101 MHz, CD;OD) 6
(ppm): 173.1, 151.5, 139.5, 132.9, 130.0, 129.7, 129.6, 127.4, 119.6, 101.6, 95.5, 72.2, 50.8,
29.1, 10.4. HRMS: (m/z) caled. para CisHisN2O, [M+H]*: 257.1290, encontrada
257.1292.

O
NH
—_—
OO HQSO4 HNO3 OO SnClz, HzO/HCl
NHZOH HCI, piridina O,N NO,
p-TsCl, 27
NaOH (H,O/EtOH), HCI o

NH

()1 Zepc:X|butaho /Y\H OO /Y\

N
LiClO4, EtOH

Esquema 34. Esquema de sintesis del compuesto 29.

4,7-dinitrobenzo[cd]indol-2(1H)-ona (27). El reactivo

comercial anhidrido 3-nitro-1,8-naftilico (1.2 g, 4.9 mmol) se
O:N NO2 disolvié en un matraz que contenfa 4cido sulfarico (4 ml., 73.3
mmol). La mezcla resultante se enfri6é a 5 °C en un bafio de hielo y se adicioné 4cido nitrico
gota a gota (905 pl, 21.7 mmol). Posteriormente, la mezcla de reaccion se agité durante
90 min a 60 °C y se diluyé mediante la adicién de agua, se neutralizé con una disolucién
acuosa de NaHCOj3 y se extrajo con diclorometano (x3). Las fases organicas se reunieron,
se secaron sobre MgSOy y se concentraron bajo presién reducida para dar lugar al
anhidrido 3,6-dinitro-1,8-naftalico (673 mg, 2.3 mmol, 47%).” '"H RMN (400 MHz,
acetona-ds) & (ppm): 9.76 (d, J=2.1 Hz, 2H), 9.24 (d, J=2.1 Hz, 2H).
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Dicho compuesto, el anhidrido 3,6-dinitro-1,8-naftilico (1.3 g, 4.51 mmol) y el clorhidrato
de hidroxilamina (313 mg, 4.51 mmol) se disolvieron en piridina (13 mL). La mezcla
resultante se calenté a reflujo durante 1 h y se bajé la temperatura posteriormente a 80 °C.
Posteriormente, se adicioné a la reaccién cloruro de p-toluenosulfonilo (1.7 g, 9 mmol) y
se calent6 a reflujo durante 2 h adicionales. Seguidamente, la mezcla de reaccién se enfrio
a temperatura ambiente, se vertié en agua con hielo (50 mL) y se agit6. El precipitado de
color marrén se filtré y se lavéd con agua fria y una disolucion saturada de NaHCO3 dando
lugar al compuesto 5,8-dinitro-1,3-dioxo-1H-benzo [de] isoquinolin-2 (3H)-i p-
toluensulfonato (1.5 g, 3.40 mmol, 84%). El compuesto resultante se disolvié en etanol (6
mL) y HO (5 mL) y seguidamente se adicioné una disolucién acuosa de hidréxido de
sodio (2.7 M, 4 mL) a temperatura ambiente. La reaccion se calenté a reflujo durante 3 h
mientras se destilaba etanol y cuando se complet6 la reaccion, la mezcla se enfrid, se afiladié
una disolucién de acido clorhidrico (37%) gota a gota y se formé un precipitado. Dicho
precipitado se recogié por filtracién y se lavé con agua dando lugar al compuesto 4,7-
dinitrobenzo[ed]indol-2(1H)-ona (700 mg, 2.70 mmol, 77%) el cual se utiliz6 en la siguiente
reaccién sin purificacién adicional. "H RMN (400 MHz, acetona-dg) 6 (ppm): 10.41 (s,
1H), 9.45 (s, 1H), 8.91 (s, 1H), 8.82 (s, 1H), 7.85 (s, 1H). 3C RMN (101 MHz, acetona-
ds) 8 (ppm): 166.8, 150.9, 150.6, 140.2, 130.7, 130.2, 128.9, 127.2, 121.5, 119.0, 103.1.
HRMS: (m/Z) caled. para C11HsN;Os [M-H]: 258.0151, encontrada 258.0194.

0 4,7-diaminobenzo[cd]indol-2(1H)-ona (28). Se prepard
HN una disolucién de SnCl, (1.6 g, 8.81 mmol) en HCI (37%, 16

OO ml) y agua (6 mL). El compuesto 27 (537 mg, 2.07 mmol) se
HoN NH, afiadi6 lentamente a esta disolucion en agitacion y se calentd

a 50 °C durante 4 h hasta la completa finalizaciéon de la reaccion. Tras enfriar la mezcla a
0 °C, la reaccion se basificé hasta pH 10 mediante la adicién de una disolucién de NaOH
6M. Posteriormente, la mezcla de reacciéon se extrajo con acetato de etilo (x3). Las fases
organicas se secaron sobre MgSOy y se concentraron bajo presién reducida dando lugar al
compuesto esperado (28) (142 mg, 0.71 mmol, 34%). "H RMN (400 MHz, acetona-d)
6 (ppm): 9.25 (br s, 1H), 7.08 (d, J=1.6 Hz, 1H), 6.86 (d, /]=1.6 Hz, 1H), 6.32 (d, J=1.4
Hz, 1H), 6.31 (d, /=1.3 Hz, 1H), 2.89 (br s, 4H). 3C RMN (101 MHz, acetona-ds)3
(ppm): 170.8, 151.0, 150.7, 133.5, 128.7, 116.9, 112.6, 109.5, 109.4, 97.7, 97.1. HRMS:
(m/z) calcd. para C11HoN3O [M+H]™: 200.0824, encontrada 200.0819.
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0 4,7-bis((2-

HN hidroxibutil)amino)benzo[cd]indol-

OO 2(1H)-ona (29). El compuesto 29 se prepatd

N N siouiendo el procedimiento general de
W N s i :

OH OH alquilacién de las aminas: 50 mg (0.25 mmol)

del compuesto 28 se disolvieron en EtOH y se agitaron con (R,S)-(%)-1,2-epoxibutano en
presencia de LiClOy bajo irradiacién de microondas durante 60 min. Posteriormente, la
mezcla de reaccion se diluy6é con agua y se extrajo con acetato de etilo (x3). Las fases
organicas se secaron sobre MgSOy y se eliminé el disolvente en el rotavapor, dando lugar
al compuesto crudo el cual se purificé mediante columna cromatografica utilizando una
mezcla de disolventes CH2Cl,/MeOH/NEt; [98/2/1 a 96/4/1] pata propotcionar el
compuesto deseado 29 con un rendimiento de 29% (25 mg, 0.073 mmol), junto con
material de partida sin reaccionar (9.2 mg, 0.05 mmol, 18%) y productos secundarios como
el compuesto monoalquilado (7.58 mg, 0.028 mmol) y trialquilado (10.72 mg, 0.026 mmol).
'H RMN (400 MHz, CD3;0D) 6 (ppm): 7.11 (d, J=1.6 Hz, 1H), 6.84 (d, J=1.6 Hz, 1H),
6.29 (m, 1H), 3.77 (ddd, J=12.3, 4.6, 3.1 Hz, 2H), 3.32 (br s, 1H), 3.31-3.08 (m, 4H), 1.74-
1.40 (m, 4H), 1.04 (t, J=7.5 Hz, 6H). 3C RMN (101 MHz, CD3;0D) 6 (ppm): 173.4,
152.2,151.6,139.2,133.8,128.3, 116.3, 109.6, 108.3, 98.3, 72.4, 72.3, 51.2, 50.9, 29.1, 29.0,
10.4. HRMS: (m/z) calcd. para C19H2sN3O3 [M+H]™: 344.1974, encontrada 344.1964.

O 0]
HN HN
OH OH
4-((2-hidroxihexil)amino)benzo[cd]indol-2(1 H)-ona (30) y 7-((2-

hidroxihexil)amino)benzo[cd]indol-2(1H)-ona (31). Se aplicé el procedimiento
general a 168 mg (0.91 mmol) de una mezcla 2:1 de 4- y 7-aminobenzo[¢d]indol-2(1 H)-ona
y el reactivo comercial (R,$)-(£)-1,2-epoxibutano dando lugar a 52.8 mg de (30) (0.19
mmol, 20%), 20.9 mg de (31) (0.07 mmol, 14%) junto con 33 mg (0.18 mg, 20%) de
material de partida sin reaccionar. (30) "H RMN (400 MHz, CD3;0D) 6 (ppm): 7.50 (d,
J=1.7Hz, 1H), 7.31 (m, 2H), 7.07 (d, J=1.6 Hz, 1H), 6.71 (dd, J=5.1, 2.4 Hz, 1H), 3.85 (m,
1H), 3.28 (m, 1H), 3.17 (dd, J=12.9, 7.4 Hz, 1H), 1.63 (m, 2H), 1.53 (m, 2H), 1.39 (m, 2H),
0.95 (t, J=7.1 Hz, 3H). 3C RMN (101 MHz, CD;0D) & (ppm): 172.4, 151.9, 138.6,
132.3, 130.0, 128.8, 120.5, 120.1, 115.4, 109.2, 104.4, 70.9, 51.4, 36.0, 29.0, 23.8, 14.4.
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HRMS: (m,/2) calcd. for Ci7HxN,O, [M+H]*: 285.1603, encontrada 285.1608; (31) "H
RMN (400 MHz, CD;0OD) & (ppm): 7.78 (d, J=7.9 Hz, 1H), 7.64 (d, J=7.0 Hz, 1H),
7.57 (dd, J=8.3, 7.7 Hz, 1H), 6.61 (d, J=1.3 Hz, 1H), 6.46 (d, J=1.2 Hz, 1H), 3.87 (m, 1H),
3.30 (m, 1H), 3.15 (dd, J=12.9, 7.4 Hz,1H), 1.55 (m, 2H), 1.42 (m, 2F), 1.30 (m, 2H), 0.96
(t, 7.2 Hz, 3H). 3C RMN (101 MHz, CD;0D) & (ppm): 173.1, 151.5, 139.5, 132.9, 130.0,
129.7, 127.4, 122.9, 119.6, 101.6, 95.5, 70.8, 51.2, 36.0, 29.0, 23.9, 14.4. HRMS: (m,/2)
caled. para Ci7HagN,O, [M+H]*: 285.1603, encontrada 285.1592.

0 4-((2-hidroxihex-5-en-1-
HN ilo)amino)benzo[cd]indol-2(1H)-ona  (32). El
OO procedimiento general mediante irradiaciéon de
N/\(\/\ microondas se aplicé a 4-aminobenzo|[sd|indol-2(1H)-
L OH ona (23 mg, 0.13 mmol) y 1,2-epoxi-5-hexeno. El
producto crudo obtenido se purificé mediante cromatografia en columna sobre gel de silice
utilizando una mezcla de disolventes CH2Clo/MeOH (99:1) propotcionando el compuesto
32 (30 mg, 0.106 mmol, 85%) junto con material de partida sin reaccionar (4 mg, 0.021
mmol, 17%). "H RMN (400 MHz, CD;OD) & (ppm): 7.48 (d, ]=1.6 Hz, 1H), 7.30 (m,
2H), 7.06 (d, J=1.6 Hz, 1H), 6.69 (dd, J=5.2, 2.3 Hz, 1H), 5.85 (m, 1H), 5.04 (dq, J=17.2,
1.7 Hz, 1H), 4.94 (ddd, J=10.2, 2.2, 1.1 Hz, 1H), 3.85 (m, 1H), 3.29 (m, 1H), 3.17 (dd, J=
13.0, 7.3 Hz, 1H), 2.27 (m, 1H), 2.17 (m, 1H), 1.71 (m, 1H), 1.59 (m, 1H). 3C RMN (101
MHz, CD;OD) & (ppm): 172.4, 151.9, 139.6, 138.7, 132.3, 130.0, 128.9, 120.5, 120.1,
115.4, 115.2, 109.2, 104.4, 70.2, 51.4, 35.5, 31.0. HRMS: (1m1/2) calcd. para C7H1sN2O2
[M+H]*: 283.1447, encontrada 283.1455.

(S)4-((2-hidroxibutil)amino)benzo[ cd]indol-2(LH)-

0O
HN ona (33). El compuesto 33 se prepard bajo irradiacion de
OO microondas aplicando el procedimiento general a 100 mg
N/\"\\\ (0.54 mmol) de wuna mezcla 2:1 de 4 y 7-
H

OH aminobenzo[edlindol-2(1H)-ona. El producto crudo se
putificé mediante cromatografia (CH2Cl,/MeOH (99:1)), obteniéndose 48.5 mg de 33
(0.18 mmol, 33%) y 62.6 mg (0.25 mmol, 47%) de una mezcla de anilinas de partida sin
reaccionar. '"H RMN (400 MHz, CD30D) & (ppm): 7.50 (d, J=1.5 Hz, 1H), 7.32 (m,
2H), 7.07 (d, J=1.5 Hz, 1H), 6.71 (dd, J= 4.9, 2.3 Hz, 1H), 3.78 (m, 1H), 3.32 (m, 1H), 3.17
(dd, J=12.9, 7.4 Hz, 1H), 1.67 (m, 1H), 1.54 (m, 1H), 1.04 (t, ]=7.5 Hz, 3H). 3C RMN
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(101 MHz, CD3;0D) 6 (ppm): 172.4,151.9,138.6, 132.3,130.0, 128.3, 120.5, 120.1, 115.4,
109.2, 104.4, 72.3, 51.0, 29.8, 10.4. HRMS: (m/Z) calcd. para CisHisN2O2 [M+H]*:
257.1290, encontrada 257.1271.

(R)4-((2-hidroxibutil)amino)benzo| cd]indol-2(1LH)-

0O
HN ona (34). El compuesto 36 se preparé utilizando el
procedimiento general bajo irradiacién de microondas
N partiendo de 100 mg (0.54 mmol) de una mezcla 2:1 de 4-

OH y 7-aminobenzo|¢d)indol-2(1 H)-ona. El producto crudo se
putificé mediante columna cromatografica (CH2Clo/ MeOH (98:2)), obteniéndose 48.3 mg
de 34 (0.19 mmol, 35%) junto con 44.9 mg (0.24 mmol, 44%) de material de partida sin
reaccionar. '"H RMN (400 MHz, CD;0D) 6 (ppm): 7.48 (d, J=1.7 Hz, 1H), 7.29 (m,
2H), 7.05 (d, J=1.7 Hz, 1H), 6.69 (dd, J]=4.7, 2.8 Hz, 1H), 3.77 (m, 1H), 3.28 (m, 1H), 3.15
(dd, J=12.9, 7.4 Hz 1H), 1.67 (m, 1H), 1.55 (m, 1H), 1.03 (t, J=7.5 Hz, 3H). 3C RMN
(101 MHz, CD30D) 6 (ppm): 172.3,151.8,138.6, 132.2, 130.0, 128.8, 120.5, 120.1, 115.4,
109.2, 104.4, 72.3, 51.0, 29.0, 10.4. HRMS: (imn/2) calcd. para CisHisN2O2 [M+H]™:
257.1290, encontrada 257.1286.
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1.2.4- Optimizacion de la sintesis de 7-nitrobenz[ cd]indol-2-(1H)-ona

o
NO, SnClz ac. NOz 1) CHZC|2 NEt;, NO
HCl, EtoH 2) POCl; 2
35
CH,Cly, NEts,
(CF35C,),0
o] O
0
NH CN HN
O NO, KOH NO; F'd(OAc)
OTf OTf CuBrs, OTf
CuCN, DMF

37

Esquema 35. Esquema de optimizacién de la sintesis de 7-nitrobenz[ed]indol-2-(1H) (Ruta sintética

)

OH 4-amino-2-nitro-naftalen-1-ol (35). El reactivo comercial 2,4-
NO, dinitro-1-naftol o amarillo de Martius (3 g, 12.81 mmol) se disolvi6
OO en HCl (9 M, 12 mL) y etanol (6 mL) y sobre esta disolucion se
NH, afladié gota a gota (no superando la temperatura de 35 °C) una
disolucién preparada previamente que contenfa SnCly (7.28 g, 38.40
mmol) en 12 mL de etanol. La reaccién de reduccion se controlé mediante CCF y se dejé
agitando durante 3 h evitando asi la formacién de gran cantidad de subproducto
consistente en la doble reduccién de los grupos nitro. Tras enfriar la mezcla a 0 °C, la
reaccion se basificé hasta pH 10 mediante la adicién de una disolucién de NaOH 6M.
Posteriormente, la mezcla de reaccién se extrajo con acetato de etilo (x3). Las fases
organicas se secaron sobre MgSOy y se concentraron bajo presion reducida dando lugar al
crudo que fue posteriormente purificado por cromatografia en columna utilizando como
disolvente CH2Cl,. Se obtuvo el compuesto esperado de color rosa pélido (1 g, 4.90 mmol,
38%). '"H RMN (400 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 8.30 (dd, J=7.9, 1.3 Hz, 1H), 8.13 (dd,
J=7.6,1.9 Hz, 1H), 7.68 (td, J=7.6, 1.4 Hz, 1H), 7.60 (td, J=7.5, 1.3 Hz 1H), 6.11 (s, 1H).
BC RMN (101 MHz, CDCl3) § (ppm): 150.2, 135.3, 131.0, 129.7, 127.3, 126.1, 125.8,
121.6,110.2,100.7. HRMS: (m/Z) calcd. para CioH/N2O3 [M+H]*:205.0613, encontrada
205.0631.
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o] N-(4-hidroxi-3-nitronaftalen-1-il) picolinamida (36). A una
HN Xy, disolucién que contiene el compuesto 35 (148 mg, 0.72 mmol),

N~ iécido picolinico (107.2 mg, 0.87 mmol) y NEt; (202.33 uL.) en un
OO NO, bafio de hielo, se adicioné lentamente POCI; (207 ul.) durante 30
OH min. Posteriormente, se dejé agitando la reaccién bajo atmosfera
de argén y a temperatura ambiente durante 16 h. Transcurrido este tiempo, se obtuvo un
compuesto crudo de color anaranjado intenso el cual se purific6 mediante cromatografia
en columna sobre gel de silice utilizando una mezcla de disolventes CH2Clo/MeOH (99:1)
proporcionando el compuesto 36 (150 mg, 0.49 mmol, 67%). '"H RMN (400 MHz,
CDCl;) 6 (ppm): 12.15 (br s, 1H), 10.47 (br s, 1H), 8.80 (s, 1H), 8.69 (ddd, J=4.8, 1.7, 0.9
Hz, 1H), 8.56 (ddd, /]=8.4, 1.4, 0.7 Hz, 1H), 8.31 (dt, ]=7.8, 1.1 Hz, 1H), 7.99 (d, ]=8.6 Hz,
1H), 7.95 (td, ]=7.9, 1.7 Hz, 1H), 7.80 (ddd, J=8.4, 6.9, 1.3 Hz, 1H), 7.66 (ddd, J=8.2, 6.9,
1.1 Hz, 1H), 7.54 (ddd, J=7.6, 4.8, 1.2 Hz, 1H). 3C RMN (101 MHz, CDCl3) 6 (ppm):
162.6, 153.1, 149.5, 148.3, 138.0, 131.8, 131.6, 127.7, 127.4, 127.0, 126.0, 125.5, 1254,
122.7, 121.3, 112.1. HRMS: (m/z) caled. para C;sHiN3;O4 [M+H]*: 310.0820
encontrada 310.0760.

0 Trifluorometanosulfonato  de  2-nitro-4-(picolinamido)

HN X, naftalen-1-ilo (37). A una disolucién de 36 (113.5 mg, 0.37 mmol)

se afladié lentamente anhidrido trifluorometansulfénico (78 pL,

O O N.~ en CHxCl; anhidro y NEt; (133 pL) bajo atmésfera de nitrégeno,

NO,
OTf 0.48 mmol) y la mezcla se agit6 a 20 °C durante 5 h. Transcurrido

este tiempo, se afiadié una disolucién acuosa de HCI (0.5 M, 0.3 mL) y la mezcla de
reaccion se dejo agitando durante 30 min. Seguidamente la mezcla de reaccion se diluyd
con agua y se extrajo con CHxCly (x3). Las fases organicas se secaron sobre MgSOy y se
eliminé el disolvente en el rotavapor, dando lugar al compuesto crudo el cual se purificd
mediante columna cromatografica utilizando como disolvente CH>Cl,. Se obtuvo el
compuesto deseado 37 (96 mg, 0.22 mmol, 60%). '"H RMN (400 MHz, CDCIl;) 6 (ppm):
11.07 (br s, 1H), 9.19 (s, 1H), 8.72 (ddd, J=4.8, 1.8, 1.0 Hz, 1H), 8.32 (dt, /=8.6, 1.1 Hz,
1H), 8.19 (m, 1H), 7.98 (td, J=7.7, 1.7 Hz, 1H), 7.86 (m, 2H), 7.59 (ddd, J=7.6, 4.8, 1.2 Hz,
1H). BC RMN (101 MHz, CDCl;) § (ppm): 162.4, 148.9, 148.5, 139.4, 138.3, 133.9,
133.5, 130.6, 129.6, 128.2, 127.5, 124.1, 122.9, 121.0, 120.2, 117.0, 113.8, 111.3. HRMS:
(m/2) calcd. para Ci7H10F3N306S [M+H]*: 442.0321 encontrada 442.0337.
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OH
OH 35 ©OH 38
(0] Friedel-Crafts,
NH AlCl;
O i
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NO,
OH
39

Esquema 36. Esquema de optimizacién de la sintesis de 7-nitrobenz[¢d]indol-2-(1H) (Ruta sintética
2).

NCO 4-isocianato-2-nitro-naftalen-1-ol (38). Una disolucién de 37

(225 mg, 1.10 mmol) en CH:Cl, anhidro se afadié lentamente

OO sobre una disolucion previamente preparada de trifosgeno (163.61

NO; mg, 0.55 mmol) en el mismo disolvente bajo atmésfera de

oH nitrégeno. Tras 4 h de reaccion, el material de partida se consumid

tal y como se verifico a través de CCF, y el producto crudo obtenido al ser tan reactivo se

empled en la siguiente reaccién sin ninguna manipulacion. "H RMN (400 MHz, CDCl;)

6 (ppm): 12.14 (br s, 1H), 8.57 (dd, J=8.4, 1.3 Hz, 1H), 8.08 (dd, J = 8.4, 1.1 Hz, 1H),

7.86-7.82 (m, 2H), 7.72 (ddd, J =8.3, 7.0, 1.1 Hz, 1H).. HRMS: (mm/2) calcd. para
C11HeN204 [M-H]: 229.0249 encontrada 229.0376..
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1.3.- Sintesis de escuaratos, mono-escuaramidas y tioésteres del acido
escuarico.

1.3.1- Sintesis de diésteres del acido escuarico

o, 0 o, 0
\
| RN — _
o 5h,100°C = =
HO OH y \“\\\/\o OV
41

Esquema 37. Esquema de sintesis del compuesto 41.

di-3-butino escuarato (41). En un matraz de fondo redondo de dos bocas equipado con
un condensador de reflujo se afiadio6 el acido escuarico (500 mg, 4.38 mmol) disuelto en
alcohol propargilico (5 mL, 66.13 mmol). La reaccién se agité a 100 °C durante 5 h. El
residuo resultante se purificé isocraticamente mediante cromatografia en columna
utilizando CH2Cl> como eluyente, obteniendo asi el producto esperado (794 mg, 3.62
mmol, 83%) como un aceite amarillo. TH RMN (400 MHz, CDCl;): 4.74 (t, ]=6.5 Hz,
4H), 2.69 (ddd, J=7.3, 6.2, 2.7 Hz, 2H), 2.04 (td, ]=2.7, 0.7 Hz, 4H). 3C RMN (101 MHz,
CDCl;): 188.7, 183.6, 78.4, 71.5, 71.3, 20.3. HRMS (m/2): caled. para Ci2HioO4
219.0657 [M+H]", encontrada 219.0639 [M+H]".

1.3.2- Sintesis de derivados de acido escuarico aromaticos

= Sintesis de 42 (PEG-1)

o o
+ ——
>L0)LOJLOJ< HZN/\/\(O/\%;\NH2 ———

o
HoN /\/\(o’\%\ﬁj\o/i<

42

Esquema 38. Esquema de sintesis del compuesto 42.

La sintesis de 42 comenzo con la monoproteccion de 4,7,10-trioxa-1,13-tridecanodiamina
(PEG) con el dicarbonato de di-zere-butilo (anhidrido de Boc, Boc2O). Sobre una
disolucién de PEG (10 g, 45.39 mmol) en THF anhidro (50 mL) a 0 °C, se adicioné
lentamente una disolucién que contenfa Boc:O (2.48 g, 11.36 mmol) en el mismo
disolvente (50 mL). Tras 30 min la disolucién adquirié una tonalidad blanquecina. La

reaccion se dejo agitando a temperatura ambiente durante 16 h. Posteriormente, el
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disolvente se eliminé a presién reducida y se obtuvo un sélido blanquecino. A
continuacién, se afiadié acetato de etilo (50 mL) y la disolucién fue filtrada a vacio. Se
recogi6 el filtrado, se eliminé el disolvente y se purificé el aceite amarillo resultante
mediante cromatografia en gel de silice con una mezcla de EtOAc/MeOH/NH,OH
(90:10:3) lo que permiti6 aislar el producto deseado (2.85 g, 78%) cuyos datos
espectroscopicos coinciden con los descritos en la bibliografia.” TH RMN (400 MHz,
CDCls): 5 =5.11 (br s, 1H), 3.70-3.48 (m, 12H), 3.21 (q, /=6.3 Hz, 2H), 2.80 (t, ]=6.7 Hz,
2H), 2.03 (br s, 2H), 1.84-1.64 (m, 4H), 1.42 (s, 9H). HRMS (in/2): calcd. para
CisH32N20s: 321.2390 [M+H]*, encontrado 321.2290 [M+H]*.

=  Sintesis de escuaramida aromatica 46

Froe-Cl EDC HCI
NaHCOs HOBt H,0

dioxano/HyO NEts

CH,Cly/ DMF
(o] o J<

ﬁ/\/\bo/\/}/\uko F—— 1

— 3 NEL/CH,Cl,

H 44

NEt;
EtOH
dietilescuarato

@*M e

Esquema 39. Esquema de sintesis del compuesto 46.

(0] (0]
/@J\HMO/\?HLOk - =
H;N 45

H acido 4-(Fmoc-amino) benzoico (43). En un matraz de fondo

N~ Emoc redondo se afiadieron acido 4-aminobenzoico (1 g, 7.29 mmol) y
HO\H/Q/ NaHCOj3 (1.5 g, 14.59 mmol) en 10 mL de agua, seguido de la
? adicion de 10 mL de dioxano a 0 °C. A esta mezcla, se adicion6
gota a gota una mezcla de cloruro de 9-fluoroenilmetil cloroformato (Fmoc-Cl, 1.89 g, 7.30

mmol) en 10 mL de dioxano, se agité durante 1 h a 0 °C y, posteriormente, durante la

noche a temperatura ambiente. Después de este tiempo, se anadieron 100 mL de agua fria
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y la mezcla de reaccién se extrajo con acetato de etilo (3 x 20 mL). El extracto organico se
deseché y la fase acuosa se ajusté a pH = 3 y se extrajo con acetato de etilo (3 x 50 mL) y,
finalmente, con salmuera. La fase organica se sec6 con MgSOy y se concentr6 el disolvente
a presion reducida para proporcionar un soélido blanco (1.21 g, 3.38 mmol, 46%) cuyos
datos coinciden con los descritos en la bibliografia.!' *H RMN (400 MHz, DMSO-dj):
8=19.92 (brs, 1H), 7.77 (d, J=7.5 Hz, 2H), 7.71 (d, J=8.4 Hz, 2H), 7.61 (d, J=7.4 Hz, 2H),
7.48 (d, J=8.6 Hz, 1H), 7.40 (d, J=8.3 Hz, 1H), 7.29 (t, ] =7.4 Hz, 2H), 7.21 (ddd, J=7.8,
7.4, 0.9 Hz, 2H), 4.39 (d, J=6.5 Hz, 2H), 4.18 (t, /=6.5 Hz, 1H).3C RMN (101 MHz,
DMSO-dp): 6= 167.1, 153.4, 143.8, 143.3, 140.9, 130.5, 127.8, 127.3, 125.2, 124.5, 120.3,
117.6, 65.9, 46.7. HRMS (m/2): calcd. para C2Hi7NOy: 358.1079 [M+H]*, encontrada
358.1012 [M+H]*.

& & 4-(Fmoc-amino)
/©)LN/\/\O/\/O\/\O/\/\NJL(J< benzoil-PEG-Boc  (44).
FmocHN i H Este compuesto se
prepard por tratamiento del acido 43 (618 mg, 1.72 mmol) con el PEG-1 (42) (551 mg,
1.72 mmol) en presencia de 1-hidroxibenzotriazol (HOBt.H20O) (278 mg, 2.06 mmol),
EDC.HCI (330 mg, 2.06 mmol) y NEt; (2.06 mmol) en CH2Clo/DMF seca (20:1) bajo
atmoésfera de argén. La reaccion se agité durante 16 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, el disolvente fue eliminado a presién reducida y la fase acuosa se extrajo
con acetato de etilo (3 x 50 mL). La fase organica recogida se secé sobre MgSOy anhidro,
se filtr6 y se concentré a presiéon reducida. El residuo resultante se purificé por
cromatografia en columna utilizando mezclas de CH2Cl,/MeOH como eluyente (100:0 a
97:3) para proporcionar el producto esperado en forma de un sélido blanco (683.4 mg,
1.03 mmol, 60%). También pudo aislarse un aceite blanquecino, eluido con una mezcla
97:3 CH2Cl,/MeOH (170 mg, 0.39 mmol, 15%), que cotrespondia al producto sin el grupo
protector Fmoc. '"H RMN (400 MHz, CDCL): 6= 7.77 (d, ]=7.5 Hz, 4H), 7.62 (d, J]=7.5
Hz, 2H), 7.48 (d, J=8.2 Hz, 2H), 7.40 (t, J=7.5 Hz, 2H), 7.30 (ddd, J]=8.2, 7.5, 1.1 Hz, 2H),
7.16 (bt s, 1H), 4.95 (br s, 1H), 4.52 (d, J=6.7 Hz, 2H), 4.25 (t, J=6.7 Hz , 1H), 3.68-3.52
(m, 10H), 3.44 (m, 4H), 3.17 (q, /=6.4 Hz, 2H), 1.86 (m, 2H), 1.68 (m, 2H), ]=6.3 Hz, 2H),
1.42 (s, 9H). 3C RMN (101 MHz, CDCls): 5= 166.8, 156.2, 153.4, 143.8, 141.4, 141.0,
129.5, 128.2, 127.9, 127.2, 125.1, 120.1, 118.1, 79.2, 71.0, 70.54, 70.53, 70.4, 70.2, 69.5,
67.1, 47.2, 39.2, 38.6, 29.8, 28.9, 28.6. HRMS (m/2): calcd. para C3;H47N3Os: 662.3441
[M+H]*, encontrada 662.3520 [M+H]*.
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(o] (0]

/©)L H/\/\O/\/o\/\o/\/\ﬁ)kok 4-aminobenzoil-PEG-
Fighs Boc (45). El compuesto 44
(417 mg, 0.63 mmol) se disolvié en una mezcla de CH>Cla:Eto2NH (4 mL:4 mL) (1:1) a 0
°C. La reaccién se agité a temperatura ambiente durante toda la noche y posteriormente
se concentrd a presion reducida. El crudo obtenido se purificé en columna cromatografica
eluyendo con una proporcién de disolventes CHoCla/MeOH (100:0 a 96:4) obteniéndose
el producto esperado en forma de aceite amarillo (252 mg, 0.57 mmol, 91%). "H RMN
(400 MHz, CDCl3): 6=7.61 (d, ] = 8.5 Hz, 2H), 6.91 (br s, 1H), 6.63 (d, /=8.5 Hz, 2H),
4.98 (br s, 1H), 4.02 (bt s, 2H), 3.73-3.41 (m, 14H), 3.18 (q, /=6.3 Hz, 2H), 1.86 (m, 2H),
1.70 (m, 2H), 1.42 (s, 9H). 3C RMN (101 MHz, CDCLy): 8=153.2, 143.6, 141.3, 128.7,
127.8, 127.1, 124.9, 120.0, 70.9, 70.8, 70.6, 70.5, 70.4, 70.2, 47.2, 39.0, 29.8, 28.6. HRMS
(m/2): caled. para CoH37N3Og: 440.2761 [M+H]*, encontrada 440.2728 [M+H]™.

o o] j\ /l< Escuaramida

o
2 /©)LH/\\/\O/\\/ \/\O/\/\H © aromatica (46). En
EtO H primer lugar, se prepard

dietil escuarato de la siguiente manera. Sobre una disolucién de dibutil escuarato (0.95 mlL,
4.42 mmol) en etanol (5 mL), se adicioné trietilamina (NEt3) (1.23 mL, 8.84 mmol). La
mezcla resultante se agité durante 48 h a temperatura ambiente. Posteriormente, el
disolvente se eliminé a presion reducida dando lugar a un aceite anaranjado
correspondiente al dietil escuarato deseado con un rendimiento cuantitativo (749.5 mg,
4.40 mmol) y fue utilizado directamente en la siguiente reaccién. 'H RMN (400 MHz,
CDCls): & = 4.73 (q, /=7.1 Hz, 4H), 1.47 (t, J=7.1 Hz, 6H). 3C RMN (101 MHz,
CD;OD) & (ppm): 189.3, 184.2,70.6, 15.6. HRMS (m/z): calcd.para CsH10O4: 171.0657
[M+H]*, encontrada 171.0626 [M+H]*. Los datos analiticos coinciden con los que se han

publicado para este compuesto en la literatura.®

Para la preparacion de 46, se disolvio 45 (250 mg, 0.57 mmol) en EtOH anhidro (4 mL),
se le afiadié NEt; (1.13 mmol) y a continuacién dietil escuarato (97 mg, 0.57 mmol). La
reaccién se calenté a 70 °C y se agité durante 18 h. Pasado este tiempo, se eliminé el
disolvente a presion reducida y el residuo resultante se purificé por cromatograffa con un

gradiente de una mezcla de disolventes CH»Clo/MeOH (100:0 a 96:4) para proporcionat
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el compuesto esperado (240 mg, 0.73 mmol, 75%) como un sélido amarillo. 'H RMN
(400 MHz, CDCl3): 5= 9.17 (br s, 1H), 7.81 (d, /=8.3 Hz, 2H), 7.43 (d, J=8.2 Hz, 2H),
7.29 (br s, 1H), 4.95 (bt s, 1H), 4.85 (q, J=7.1 Hz, 2H), 3.67-3.53 (m, 10H), 3.48 (dd, J=5.9,
3.6 Hz, 2H), 3.44 (t, ]=6 Hz, 2H), 3.16 (q, /=6.3 Hz, 2H), 1.88 (m, 2H), 1.68 (m, 2H), 1.48
(t, J=7.1 Hz, 3H), 1.41 (s, 9H). 3C RMN (101 MHz, CDCl3): 5= 184.5, 178.7, 1606.7,
156.3, 140.3, 130.5, 128.5, 119.0, 79.1, 70.7, 70.5, 70.3, 70.1, 69.4, 39.1, 38.4, 29.7, 28.9,
28.5, 15.9. HRMS (m/2): caled. para CxHuN3Oo: 564.2921 [M+H]*, encontrada
564.2979 [M+H]*.

= Sintesis de sulfonamida aromatica 52

Via 1:
i X
0 J<
ovo 42 HONm/\/TO/\,};\N o
DIEA o
CH,Cl, 47
O k
2 \,NHZ N\ﬂ/\)LN/\/\(O/\’)/\NJ\O
X Q\S @] A
HaN HaN" " =
“epcra 3 ok
EDC .HCI J<
HOBLH,0 N/\/\(O/V;\ﬁ e
NEt,
o}
CH,Cl,, DMF &
o. 0
j:( i %
B oBu o P & N~No ™ N o
B Y O\\ o] B 3 H
N 49
BuO H ©

Esquema 40. Esquema de sintesis del compuesto 49.

5 % Acido N-Boc-PEG-succinico (47). A
HONHMO/\/);\HJLOk una disolucion de 42 (500 mg, 1.56 mmol)

(e} en CH>Cl, anhidro (15 mL) se adiciond
diisopropiletilamina (DIEA) (526.68 mg, 4.08 mmol) y anhidrido succinico (176.56 mg,
1.76 mmol) a temperatura ambiente durante 16 h. La fase acuosa se extrajo con HCI 1M
(x3) y la fase organica recogida se secd sobre MgSOy anhidro, se filtré y se concentr6 a
presion reducida proporcionando 47 como un aceite amarillo (432.2 mg, 1.03 mmol, 66%).

"H RMN (400 MHz, CDCLy): 8 = 6.91 (br s, 1H), 6.53 (br s, 1H), 4.97 (br s, 1H), 3.63
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(m, 10H), 3.53 (t, J=6.1 Hz, 2H), 3.40 (q, J=5.6 Hz, 2H), 3.21 (m, 2H), 2.66 (m, 2H), 2.51
(m, 2H), 1.76 (m, 4H), 1.44 (s, 9H). 3C RMN (101 MHz, CDCly): 8= 175.2, 172.5, 156.3,
79.1, 70.5, 70.1, 69.5, 53.8, 38.4, 38.2, 31.0, 30.1, 29.7, 28.7. HRMS (m/2): calcd. para
Ci15HsN,Og: 333.2026 [M+H]*, encontrada 333.2095 [M+H]".

N-Boc-PEG-sulfanilamida

N ~ /\*\ JJ\ k (48). Para la sintesis de este
@/ N o N

compuesto se llevé a cabo el
Hae \‘ procedimiento de amidacién
descrito anteriormente. Asi pues, el 48 se preparé mediante la activacion del acido 47 (200
mg, 0.47 mmol) en presencia de HOBt.H,O (77.13 mg, 0.57 mmol), EDC.HCI (109.40
mg, 0.57 mmol) y NEt; (79.5 ulL, 0.57 mmol) en CH2Cl; anhidro (10 mL) y DMF (3 mL)
y, a continuacién, se afiadié la sulfanilamida comercial (81.90 mg, 0.47 mmol) bajo
atmosfera de argon. La reaccion se agité a temperatura ambiente durante 16 h.
Transcurrido este tiempo, el disolvente se evaporé y el residuo se purificé por
cromatografia empleando una mezcla de disolventes CH2Clo/MeOH (100:0 a 95:5). El
producto esperado 48 se obtuvo como un sélido amarillo (88 mg, 0.15 mmol, 32%).
Ademas, se aislé un derivado de succinimida (50) como un aceite amarillo junto a la
sulfanilamida de partida en una proporcion (1:3) (27.6 mg, 25%). 'H RMN (400 MHz,
CD;OD): 8= 7.79 (d, J=8.5 Hz, 2H), 7.65 (d, J=8.5 Hz, 2H), 7.57-7.32 (m, 4H), 6.62 (d,
J=8.5Hz, 2H), 3.61-3.47 (m, 8H), 3.43 (td, ]=6.2, 4.3 Hz, 4H), 3.18 (t, ]=6.5 Hz, 2H), 3.04
(t, J=6.8 Hz, 2H), 2.53 (t, J=7.1 Hz, 2H), 2.40 (t, J=6.6 Hz, 2H), 1.73-1.58 (m, 4H), 1.35
(s, 9H). BC RMN (101 MHz, CD;OD): 6= 174.7,174.0, 158.3, 153.3, 142.4,131.2, 129 4,
128.9, 128.2, 127.2, 118.4, 114.4, 111.4, 79.8, 71.4, 71.1, 69.8, 54.8, 52.2, 38.7, 37.8, 31.4,
30.7, 30.2, 30.1, 28.8. HRMS (imn/2z): caled. para CpsHipN4OoS: 575.2751 [M+H]",
encontrada 575.2731 [M+H]*. Alquil succinimida (50). 'H RMN (400 MHz, CD3;0D):
& = 3.70-3.45 (m, 14H), 3.17 (t, J=6.8 Hz, 2H), 2.72 (s, 4H), 1.86 (m, 2H), 1.77 (m, 2H),
1.48 (s, 9H)). BC RMN (101 MHz, CD3;0D): 5= 180.1, 164.8, 79.8, 71.5, 71.4,71.2, 71.1,
70.0, 69.8, 38.7, 37.3, 37.0, 30.8, 29.1, 28.8, 28.6). HRMS (1m,/Z): calcd. para C1oH34N2O7:
403.2444 [M+H]*, encontrada 403.2407 [M+H]*, calcd. para C14H2¢N2Os: 303.1920 [M-
Boc]*, encontrada 303.1996 [M-Boc]*.
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Via 2:

o
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O
DBU W g
THF o H H
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e} ? (0]
52
Esquema 41. Esquema de sintesis del compuesto 52.
o N-Boc-PEG-sulfanilamida (51). Una
HzN \s//

disolucién de acido 4-sulfamoilbenzoico

H H
\©\,(N\/\/(°\/\)2N7(°7< (251.32 mg, 125 mmol), EDC.HCI
] (0]

(287.34 mg, 1.50 mmol), HOBt.H,O
(202.53 mg, 1.50 mmol), NEt; (152 mg, 1.50 mmol) y 42 (400 mg, 1.25 mmol) en CH2Cl»

O/ﬂ

(10 mL) y DMF (3 mL) anhidros se agitaron en atmosfera de argén a temperatura ambiente
durante 16 h. Seguidamente, se eliminé el disolvente formando un azeétropo con tolueno.
El residuo resultante se purificé mediante cromatografia utilizando una mezcla de
disolventes CH2Clz/MeOH (100:0 a 97:3) como eluyentes pata proporcionar el compuesto
(426.6 mg, 0.85 mmol, 68%) en forma de un sélido espumoso. 'H RMN (400 MHz,
CDCl): 8=7.90-7.76 (m, 4H), 7.67 (br s, 1H), 6.12 (br s, 2H), 5.02 (br s, 1H), 3.64-3.31
(m, 14H), 3.10 (q, /J=6.5 Hz, 2H), 1.89 (m, 2H), 1.65 (m, 2H), 1.37 (s, 9H). 3C RMN (101
MHz, CDCl3): 6= 166.3, 156.3, 145.2, 138.0, 127.8, 126.3, 79.2, 70.3, 70.24, 70.16, 70.1,
70.0, 69.3, 38.8, 38.2, 29.6, 28.7, 28.4. HRMS (1n/2): calcd. para C2H37N3OsS: 504.2380
[M+H]*, encontrada 504.2312 [M+H]*.
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o Escuaramida (52) A unma
BuO&O disolucién del compuesto 51 (180
HN\sffO mg, 0.36 mmol) en THF (2 mL), se

5 afiadié DBU (54.41 mg, 0.36 mmol)

\g/ w< y a continuacion se adicioné dibutil

H H
N~ fO N
3
0o
escuarato (242.6 ulL, 1.07 mmol). La reaccién se calentd a reflujo (66 °C) durante 16 h.

Posteriormente, se concentrd el disolvente a presién reducida. El residuo resultante se
purificé por cromatografia utilizando como eluyentes una mezcla de disolventes
CH:Cl/MeOH (95:5) a (93:7) dando lugar al compuesto 52 (129.7 mg, 0.20 mmol, 55%)
en forma de aceite marrén y se recupero parte de la sulfanilamida de partida (38.6 mg, 0.08
mmol) y dibutil escuarato (163.7 mg).'H RMN (400 MHz, CD;O0D): 5= 8.08 (d, /=8.5
Hz, 2H), 7.99 (d, J=8.5 Hz, 2H), 4.69 (t, ]=6.5 Hz, 2H), 3.73-3.49 (m, 14H), 3.17 (t, ]=6.8
Hz, 2H), 1.93 (m, 2H), 1.76 (m, 4H), 1.45 (m, 11H), 0.98 (t, J=7.4 Hz, 3H). BC RMN (101
MHz, CD;O0D): 8= 195.7, 189.4, 185.7, 180.7, 168.6, 158.3, 147.5, 138.5, 128.6, 128.1,
79.7,73.9, 71.4, 71.2, 71.1, 70.1, 69.8, 68.9, 39.3, 38.6, 33.1, 30.8, 28.8, 27.4, 19.5, 14.0.
HRMS (m/2z): caled. para C3;0H4sN3OpiS: 656.2853 [M+H]*, encontrada 656.2866

[M+H]*.
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1.3.3- Sintesis de mono-tioescuarato 54 y sus derivados

=  Sintesis de mono-tioescuarato 54

0] 0
o]
(@)
BuO OCBu
2 NaHCO 0c
3 BuOH, NEt3 BuO
THF:H,0 (1:2.5) 53 54
(Boc),0
+
BocHN
HO 9
S
8/\/NHBOC
BuO
556

Esquema 42. Esquema de sintesis del compuesto 54.

2-(Boc-amino) etanotiol (53). Una disolucién que contenia una
mezcla de cisteamina (500 mg, 6.48 mmol), Boc,O (1.41 g, 6.48
mmol) y NaHCOs3 (1.63 g, 19.44 mmol) en THF (9 mL) y HO (22.5 mL) se agit6 a

HS
~"NHBoc

temperatura ambiente durante 16 h. La disolucién adquirié una tonalidad blanquecina a
los pocos minutos. Posteriormente, se afiadié gota a gota en bafio de hielo una disolucién
de HCI 1M a la mezcla de reaccion para ajustar el pH a 3. La fase acuosa se extrajo con
acetato de etilo (x 3) y, posteriormente, las fases organicas se secaron sobre MgSQOy, se
filtraron y se concentraron a presion reducida. El residuo resultante se purificé por
cromatografia en columna empleando una mezcla de eluyentes hexano/acetato de etilo
(100:0 a 95:5) para proporcionar el producto en forma de un aceite incoloro (726.8 mg,
4.10 mmol, 63%). *H RMN (400 MHz, CDCl;): 5= 4.93 (br s, 1H), 3.30 (q, J=5.9 Hz,
2H), 2.64 (q, /]=6.5 Hz, 2H), 1.49 (s, 9H), 1.34 (t, /=8.5 Hz, 1H). 3C RMN (101 MHz,
CDCl;): = 155.8,79.3, 43.6, 28.4, 25.0. HRMS (m1/2): calcd. para C;HisNO3S: 178.0902
[M+H]*, encontrada 178.0956 [M+H]*.

o 0 Mono-tioescuarato (54). Sobre una disolucién del compuesto
S/\/NHBOC 53 (600 mg, 3.38 mmol) en 1-butanol (10 mL) se adicioné NEt;
BuO (471 pL, 3.38 mmol) y se dej6 la mezcla reaccionando a

temperatura ambiente durante varios minutos. Posteriormente, se afiadi6 dibutil escuarato
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(765.89 mg, 3.38 mmol). La reaccién permanecié en agitacion a temperatura ambiente
durante 5 h. A continuacién, el disolvente se eliminé a presion reducida dando lugar al
crudo que posteriormente se purific6 mediante columna cromatografica utilizando como
eluyente una mezcla de disolventes hexano/acetato de etilo (100:0 a 80:20) permitiendo
aislar el compuestos esperado 54 (403.4 mg, 1.22 mmol, 37%) como un soélido blanco.
Adicionalmente, se forma un subproducto como resultado de la doble adicién del
compuesto (55%) y se recuperd parte del dibutil escuarato (9%). La formacion de 55 se
puede explicar como resultado de una adicién 1,4 sobre el carbonilo de una cetona a-3
insaturada seguida de una adicién de tipo 1,2 sobre el carbonilo, conduciendo a un
derivado hidroxitioacetal obtenido.!? (54): 'H RMN (400 MHz, CDCls): 6= 4.93 (br s,
1H), 4.73 (t, J=6.4 Hz, 2H), 3.49 (m, 4H), 1.80 (m, 2H), 1.46 (m, 2H), 1.44 (s, 9H), 0.97 (t,
J=7.4 Hz, 3H). 3C RMN (101 MHz, CDCl;s): 6= 192.8, 191.5, 187.4, 177.1, 155.8, 79.8,
75.0, 41.6, 31.9, 30.6, 28.4, 18.5, 13.6. HRMS (m/): calcd. para CisH2sNOsS: 330.1375
[M+H]*, caled. para C1oHisNOs3S: 230.0851 [M-Boc]|*, encontrada 230.0892 [M-Boc]™.

BocHN o B (55) '"H RMN (400 MHz, CDCl3): 5= 8.39 (br s,

s 1H), 5.21 (br s, 2H), 4.23 (t, J=6.7 Hz, 2H), 3.35 (q,
/\/NHBOC

- J=6.3 Hz, 2H), 3.16 (q, ]=6.2 Hz, 2H), 3.04 (t, J=6.4

Hz, 2H), 2.80 (t, ]=6.2 Hz, 2H), 1.76-1.57 (m, 2H), 1.37 (s, 20H), 0.97 (t, J=7.4 Hz, 3H).
BC RMN (101 MHz, CDCl3): 6= 181.4, 164.3, 155.7, 124.1, 79.7, 79.3, 66.1, 41.0, 39.9,
35.3,33.6,30.3, 28.4, 28.3, 19.0, 13.6. HRMS (1n/2): calcd. para CoH3sN207S,: 507.2199
[M+H]"*, caled. para Ci3H22N205S2 351.1048 [M-Boc-OBu]*, encontrada 350.9122 [M-
Boc-OBu]*.
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= Sintesis de derivados del mono-tioescuarato 54

Dada la actividad y el interés del mono-tioescuarato 54, se sintetizaron dos derivados: el
andlogo biotinilado 57, donde la biotina es una molécula de gran interés en aplicaciones de
biologfa molecular debido a su alta afinidad por la estreptavidina y la avidina; y el
compuesto 60 que presenta una azida para su posterior modificacién mediante quimica de
tipo click. Estos derivados contienen el compuesto 54 anterior en el que la amina se

desprotegié en condiciones acidas y se acoplé con diferentes acidos.

6. 0 1) 30% TFA 6 &
CH,Cl,
o~ NHBoe —=— o~ NHR

BuO 2) Biotina o BuO
PEG-N;

ON-NH o

B HNM
S
@]
N3/\/O\/\O/\/o\/\OMJ¥.H

Esquema 43. Esquema de sintesis de derivados del mono-tioescuarato 54.

Esquema de la sintesis del compuesto 57

\/\)L —_—
j@ NEts DMF

NEts,
\/\)L DMF/CH,Cl,
]
HaN g

OBu
H ]
. 8 "
HN : N \/\s
)\ H OBu

o7 NH 571 O

(o]

Esquema 44. Esquema de sintesis del mono-tioescuarato 57.
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5 F g Pentafluorofenil éster de la Biotina (56). A una
M disolucién de trifluoroacetato de pentafluorofenilo
KY o

HN
: (361.11 mg, 1.29 mmol) en DMF (5 mL) se afiadi6

H S F
NEt; (1.84 mmol) a 0 °C. A continuacién, se adicioné biotina (300 mg, 1.23 mmol) y la

reaccion se agité a temperatura ambiente durante 3 h 30 min. Transcurrido este tiempo, se
afiadieron 10 mL de éter y el sélido blanco que precipité se filtrd, se lavé con éter (10 ml)
y se secé proporcionando el pentafluorofenilester de la biotina (306.8 mg, 0.75 mmol,
61%). La identidad del producto fue confirmada por HRMS. HRMS (m/2): calcd. para
CisH15FsN205S8: 411.0802 [M+H]*, encontrada 411.0756 [M+H]".

0 & Mono-tioescuarato (57). El éster activado

H /s
HNMH\/\SLT de la biotina (140.12 mg, 0.34 mmol)
C>%NH'H 0 OBuU  reaccioné con la amina procedente de la

desproteccion de 54 (78.35 mg, 0.34 mmol) en presencia de NEt; (0.51 mmol) en una
mezcla de disolventes DMF/CH,Cl, (4 mL, 1:1) bajo agitacién a temperatura ambiente
durante 16 h. Después de comprobar mediante CCF la desaparicion del producto de
partida, se afadio6 acetato de etilo (x3) al crudo de la reaccion, se lavé con agua y salmuera
y la fase organica se secé con MgSO,. Posteriormente, se eliminé el disolvente a presion
reducida y el residuo resultante se purific6 mediante cromatografia utilizando como
eluyente una mezcla de disolventes CH2Cl,/MeOH (100:0 a 94:6) obteniéndose asi el
producto deseado como un sélido blanco (52.5 mg, 0.12 mmol, 34%) y se recupera parte
del reactivo de partida 56 (25 mg). 'H RMN (400 MHz, CD;0D): § = 4.72 (dt, [=18.1,
6.5 Hz, 2H), 4.51 (ddd, J=7.6, 5.3, 1 Hz, 1H), 4.32 (m, 1H), 3.78 (t, ]=6.2 Hz, 1H), 3.60 (t,
J=6.2 Hz, 1H), 3.21 (m, 1H), 3.14 (q, /=6.3 Hz, 1H), 2.96 (dd, /=5.2, 12.9 Hz, 1H), 2.72
(d,J=12.7 Hz, 1H), 2.63 (m, 1H), 1.88-1.26 (m, 12H), 1.01 (m, 3H). *C RMN (101 MHz,
CD;OD): 200.1, 199.9, 175.1, 169.2, 166.1, 74.6, 63.4, 61.6, 57.0, 56.9, 45.0, 44.5, 41.0,
33.2,30.8,30.3,29.4,26.7,19.7, 14.03. HRMS (m/2): calcd. para Co0HaoN305S5: 456.1627
[M+H]*, encontrada 456.1600 [M+H]".
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Esquema de la sintesis del mono-tioescuarato 60

o) o
HOJ\/\O/\./o\/\o/\\/o\./\N3 * é/\/ NH, ACN
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e H
Ns\/f % PPN /\/NWO Ny — -
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H
N o] (0] N
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o 59 NEty THF
o]
O
H
s ~N \[]/\/O\/\O/\/O\/\O/\/ N3
BuO o 60

Esquema 45. Esquema de sintesis del mono-tioescuarato 60.

Mercapto-PEG-2 (59). A una
HS/\/H\H/\/O\/\O/\/O\/\O/\/ N3 disolucién de 4cido 15-azido-
o 4,7,10,13-tetraoxapentadecanoico
(PEG-2) (253.7 mg, 0.87 mmol) en 5 mIL de ACN anhidro se afiadi6 1,1-carbonildiimidazol
(CDI) (141.22 mg, 0.87 mmol) y se dejé agitando durante 30 min. Posteriormente se
adicion6 la cisteamina (48.99, 0.44 mmol) y NEt; (121 pL, 0.87 mmol) y se agit6 a
temperatura ambiente durante 4 h. Transcurrido este tiempo, se analiz6 el progreso de la
reaccion mediante UPLC-TOF, observandose la desaparicién del 4acido de partida y la
presencia del compuesto deseado 58. A continuacion, se afiadio iz situ la fosfina TCEP.HCI
(374.42 mg, 1.31 mmol) y la reaccion se dejo agitando a temperatura ambiente. Tras 1 h de
reacciéon se observo la formacién del producto esperado mediante LC-MS. Este
compuesto se purificé mediante cromatografia en fase reversa (Isolera Biotage, Cartucho
SNAP KP-C18-HS 12 g, eluyente HoO+ 0.1% TFA/ACN + 0.1% TFA (de 100:0 a 45:55),
permitiendo aislar 59 (61.7 mg, 0.18 mmol, 40%). 'TH RMN (400 MHz, CDCl;): 8 = 6.97
(bt s, 1H), 3.73 (t, J=5.6 Hz, 2H), 3.69-3.62 (m, 14H), 3.40 (m, 4H), 2.66 (dt, ]=8.2, 6.5
Hz, 2H), 2.49 (t, ]=5.6 Hz, 2H), 1.45 (t, ]=8.5 Hz, 1H). 3C RMN (101 MHz, CDCl;): §
= 172.1, 70.82, 70.78, 70.7, 70.6, 70.43, 70.41, 70.2, 67.4, 50.8, 42.5, 37.0, 24.6. HRMS
(m/2): caled. para Ci3Hz6N4OsS: 351.1702 [M+H]*, encontrada 351.1070 [M+H]*.
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o Mono-tioescuarato (60).

H
S/\/Njf\/o\/\o/\/o\/\o/\/"‘s En un matraz de fondo

0 redondo de 10 mL bajo

o]

BuO

atmosfera de argdn se afiadio 59 (48.95 mg, 0.14 mmol) y dibutil escuarato (63.26 mg, 0.28
mmol) disueltos en THF anhidro (1.5 mL). A continuacién, se adicion6 NEt; (19.5 pl,
0.14 mmol) y se dejo la reaccién agitando a temperatura ambiente y con una corriente de
Ar a través de la disolucién con la finalidad de que no se oxidaran los residuos de tiol y
diera lugar a enlaces disulfuro. Después de 21 h se observé una proporcion de mezcla de
compuestos 46:26:28 (59:58:60), por lo que se decidi6 afiadir mayor cantidad de dibutil
escuarato (94.89 mg, 0.42 mmol). Transcurridas 21 h adicionales, mediante analisis por
UPLC-TOF se observo la ausencia de 59 y la proporcion de la mezcla de compuestos
35:65 (58:60). Posteriormente, se eliminé el disolvente bajo presion reducida y el residuo
resultante se purific6 mediante cromatograffa en fase reversa (Isolera Biotage, Cartucho
SNAP KP-C18-HS 12 g, eluyente H;O + 0.1% TFA / ACN + 0.1% TFA (de 100:0 a
50:50), dando lugar al compuesto 60 (41 mg, 0.08 mmol, 58%). H RMN (400 MHz,
CDCl): 4.72 (m, 2H), 3.83 (bt s, 1H), 3.77 (t, ]=6.1 Hz, 2H), 3.71-3.57 (m, 16H), 3.39 (t,
J=5.1, 2H), 3.13 (t, J=6.1 Hz, 2H), 2.84 (t, J=6.1 Hz, 2H), 1.93 (br s , 1H), 1.78 (t, J=7.5
Hz, 2H), 1.44 (q, /=7.5 Hz, 2H), 0.97 (t, J=7.4 Hz, 3H). 3C RMN (101 MHz, CDCl3):
183.7,177.9,177.3,172.9, 160.1, 147.0, 70.8, 70.75, 70.7, 70.68, 70.6, 70.2, 66.8, 50.8, 44.5,
44.2,32.2,29.7,18.7, 13.8. HRMS (m/Z): calcd. para C2H34N4OsS: 503.2176 [M+H]",
encontrada 503.2343 [M+H]*.

291



2.- Sintesis de péptidos en fase s6lida

2.1.- Consideraciones generales

Los diferentes péptidos fueron preparados en fase solida. La sintesis en fase solida (SPPS)
se llev6 a cabo manualmente utilizando jeringas de polipropileno que contienen un filtro
de polietileno poroso. Todos los disolventes y reactivos solubles fueron eliminados por
succién a través de una bomba de vacio. Durante los acoplamientos y las desprotecciones
se llevaron a cabo lavados con DMF (x3) y DCM (x3) utilizando 5 mL de disolvente/g
resina por cada lavado. Todas las reacciones fueron realizadas a temperatura ambiente.

Durante los acoplamientos, las jeringas fueron agitadas en agitadores orbitales.

2.2.- Test de identificacion de aminas primarias

Para determinar la presencia o la ausencia de grupos amino libres durante los
acoplamientos se emple6 el test cualitativo de ninhidrina, desarrollado por Kaiser. Para
realizar el ensayo se coge una pequefia muestra de peptidil-resina seca (1-2 mg) y se coloca
en un tubo de vidrio. Se afaden 3 gotas de disoluciéon A y 3 gotas de disolucién B. A
continuacién, se calienta a 100 °C durante 3 min. Pasado este tiempo se enftia y se observa
la coloracién que ha tomado la disolucién. Una coloracién amarilla indica la ausencia de
aminas primarias (test negativo), lo que indica que al menos el 99% de los puntos
funcionales han sido bloqueados. Por el contrario, una coloracién azul oscura (test
positivo) indica la presencia de aminas primarias, por lo que el acoplamiento no es

completo. Las disoluciones se prepararon tal y como se detalla a continuacion:

Disolucion A: Se prepard una disolucion en caliente de fenol (40 g) en etanol absoluto (10
mL). Por otro lado, se afiadieron 2 mI. de una disolucién 10 mM de cianuro de potasio (65
mg de KCN en 100 mL de H>O) sobre 100 mL de piridina. A ambas mezclas se les afiadié
4 g de resina Amberlite MB-3 y se agitaron durante 45 min. Seguidamente se filtraron y se

mezclaron las dos disoluciones.

Disolucion B: Se prepard una disolucion de ninhidrina (2.5 g) en etanol (50 mL). El reactivo
de ninhidrina es sensible a la luz, por ello la disolucién B se almacena en un frasco

protegido de la luz.
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2.3.- Acondicionamiento de la resina
La resina empleada para SPPS contiene un soporte de poliestiteno funcionalizado con un
conector 2-clorotritilocloruro (2-CTC) 1abil en medio 4acido. La funcionalizacién inicial fue

de 1.59 mmol/g resina. Se emplearon 2 g de resina que equivalen a 3.18 mmol.

El acondicionamiento de la resina se realizé mediante lavados con DMF (5 x 1 min) con
el fin de eliminar las trazas de acido clorhidrico, ya que la resina es extremadamente labil y
con DCM (5 x 1 min) con el objetivo de hinchar la resina antes de la incorporacion del

aminoacido siguiente.

2.4.- Incorporacion de aminoacidos
En primer lugar, se incorporé el aminodcido C-terminal (Fmoc-Gly-OH) mediante la

adicién de 0.5 mmol (6.36 eq.) en 3 mIL. de DCM y 500 uL. de DIEA.

La incorporaciéon de los siguientes amindacidos a la resina de 2-CTC se llevé a cabo

siguiendo el siguiente protocolo:

Tratamiento Condiciones
1 Lavados DMF (3 x 1 min), DCM (3 x 1 min)
2 Desproteccion Piperidina/ DMF (1:5) (5 min)
3 Lavados DMF (3 x 1 min), DCM (3 x 1 min)
4 Acoplamiento Aminoacido (Immol)/HBTU en DMF (0.5M)/ DIEA (1.5 eq.)
5 Lavados DMF (3 x 1 min), DCM (3 x 1 min)
6 Test colorimétrico Test de Kaiser

Todos los acoplamientos se llevaron a cabo a temperatura ambiente (25 °C) durante 30
min en agitadores orbitales. El test de Kaiser se utiliza para comprobar si el acoplamiento
se ha efectuado correctamente. Si el test es positivo (acoplamiento incompleto), se vuelve
a realizar el procedimiento desde el paso 4. Si el test es negativo, (acoplamiento completo),
se continia el procedimiento con la eliminacién del grupo Fmoc, incorporandose el

siguiente aminodcido y asi sucesivamente.

2.5.- Eliminacion del grupo protector Fmoc

El grupo protector de las aminas primarias Fmoc se elimina mediante una disolucién de
piperidina al 20% en DMF (v:v) durante 5 min. Después del tratamiento de desproteccion,
la resina se lava con DMF (3 x 1 min) y DCM (3 x 1 min) con la finalidad de eliminar la
piperidina sobrante. Para confirmar que el Fmoc ha sido eliminado se lleva a cabo el Test

de Kaiser (color azul).
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2.6.- Desanclaje de la resina

El desanclaje del péptido de la resina 2-CTC se llevé a cabo mediante una disolucion de
2.5% H0O, 2.5% TIS (tiisopropilsilano) y 95% TFA. Posteriormente se eliminé el TFA
bajo presion reducida, se afiadi6 una mezcla de ACN/HO vy la disolucién resultante se

liofilizo.

2.7.- Condiciones de purificaciéon

La purificacién de los diferentes péptidos se llevd a cabo en un equipo de HPLC
preparativo (Waters 2545) conectado a un detector de doble absorbancia (Waters 2489)
empleando como columna Jupiter Proteo 90A (10 um, 100x21.2 mm) con un flujo de 16
mL/min. Las fases méviles empleadas fueron HyO/ACN conteniendo 0.1% y 0.05%

TFA, respectivamente. Las inyecciones fueron monitorizadas a 220 y 280nm.

294



2.8.- Péptidos sintetizados en fase sélida (SPPS)
A continuacién, se muestran los cromatogramas de HPLC de los crudos de sintesis de los

diversos péptidos sintetizados as{ como el resultado del analisis por LC-MS.

-H;N-YAFAKG-COOH

NH,
S NH; , O = 0 g 0
N\;/U\N N\:)-LN N I,
o ¢ R g & H g
LC-MS (ESI): calcd. para C32H4sN7Og: 656.34 [M+H]*, encontrada 656.10 [M+H]*.
3
0.00 085 170 255 3.40 425 5.10 5.05 680 765 850

Minutes

-H;N-KAFAKG-COOH

NH,

- B
HZN/W\[(N\:)LN N\:/U\N N\/U\OH
o ¢ H o ¢ H ¢

LC-MS (ESI): caled. para CooHysNsO7: 621.37 [M+H] *, encontrada 621.42 [M+H]".

3.085

3.806

| |
0.00 1.00 2.00 3.00 400 500 6.00 7.00 8.00
Minutes
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-H;N-DAFAKG-COOH

. “”ZU%E\AQH\AOH

LC-MS (ESI): caled. para CyH4N7O9: 608.30 [M+H]*, encontrada 608.07
[M+H]".

0.00 085 1.70 255 340 425 510

585 680 785 850
Minutes

-H>N-RAFAKG-COOH
NH,

NPT SNITR

LC-MS (ESI): caled. para CyoHagNioO7: 649.38 [M+H]*, encontrada
649.17 [M+H]*.

3.163

3.901

=

w/\\Ai ALL/\J—L\NA -

0 T T T T T — 1 T T T
0.00 0.85 170 255 3.40 425 5.10 5.95 4

Minutes
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-H;N-SAFAKG-COOH

UL (E%L Q(HJ\OH

LC-MS (ESI): caled. para CasHaiN7Og: 580.31 [M+H] *, encontrada 580.14
[M+H]*.

3.367

S _— o~

r T T T T T T T T T T
0.00 0.85 1.70 2.55 3.40 4.25 5.10 5.95 6.80 7.65 8.50

Minutes

H>N-MAFAKG-COOH

NH,

- ““ZUL IE\)L \)L

LC-MS (ESI): caled. para CasHisN7O-S: 624.32 [M+H] *, encontrada
624.11 [M+H]".

3.782

3.354

1 1 I
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00
Minutes
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-H;N-PAFAKG-COOH

Q”” \/MQ?JL{J&OH

LC-MS (ESI): caled. para CosH4sN-O7: 590 33 [M+H]* encontrada 590.08 [M+H]*.

0.‘00 0.‘55 1.‘70 2,‘55 3.‘40 4,‘25 5.‘10 5.‘95 6.‘80 7.235 B.ISD
Minutes
-H,N-AAFAKG-COOH
NH,
Wy @ nR H 9
/\H/N\)J\ﬁ/[ N\/U\H LA
o - o - O

LC-MS (ESI): caled. para CosH41N7O7: 564.31 [M+H] ", encontrada 564.29 [M+H]*.

T — — L e e I — — —
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Minutes
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-H;N-GAFAKG-COOH

HQN/\H/N\)L /‘i \)I\ /dj\)I\OH

LC-MS (ESI): calcd. para CasH3oN7O7: 550 30 [M+H]* encontrada 550.17 [M+H]*.

ABG-Peptido-Gly

JQE -

LC-MS (ESI): calcd. para CogHysN7O7: 592 35 [M+H]* encontrada 592.46 [M+H]*.

-H>N-VAFAKG-COOH

3.628

l
"

1 1 [} [}
4.25 5.10 5.95 6.80 7.65 8.50
Minutes

o
9
38
o
®
&
o
S
N
o
&
w
S
S
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3.- Estudio de modificacién de proteinas

3.1.- Proteinas

Las proteinas utilizadas en el estudio de modificacion fueron las siguientes:

Insulina: la insulina utilizada fue insulina humana recombinante. Se prepard una
disolucién de concentracién 0.86 mM: se disolvieron 5 mg en 1 mL de una disolucién

acuosa que contenfa HCI (5 mM).

5806
- 1162.16
B 968.62 +5 1452.94
B +f f +4
g |
2
]
==
-

L e e e e A B e L e e e e e e e e

5000 10000 15000 20000 25000 30000

Figura 74. Estados de carga detectados y espectro deconvolucionado obtenido mostrando el ion
molecular correspondiente. LC-MS (ESI): caled. para Czs7H3s3NesO77Ss: 5807.65 [M+H]*,
encontrada 5806 [M+H]*. El espectro de masas original antes de su deconvolucién puede verse
insertado.

Ubiquitina: la ubiquitina empleada procedia de eritrocitos bovinos. Se preparé una

disolucion de concentracion 0.1 mM disolviendo 1 mg en 1 mIL de H>O milli Q.

8564 779.6 85764 952.6

o i *

£ A 9107153 12245
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8 659.8 1428.4
5 +13 \ +6
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<

T rrgrrvyvrrr|rrr
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Figura 75. Estados de carga detectados y espectro deconvolucionado obtenido mostrando el ion
molecular correspondiente. LC-MS (ESI): caled. para CssHg2oN1050118S: 8564.64 [M+H]",
encontrada 8564 [M+H]*. El espectro de masas original antes de su deconvolucién puede verse
insertado.

Mioglobina: la mioglobina utilizada en los experimentos procedia del muisculo esquelético
equino (pureza del 95-100%). Se prepar6é una disolucién de concentraciéon 0.5 mM

disolviendo 4.24 mg en 500 uL. de H>O milli Q.
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Figura 76. Estados de carga detectados y espectro deconvolucionado obtenido mostrando el ion
molecular corrcspondientc. LC-MS (ESI): CalCd. para C7(,9H1212Nz10021882: 16949.99 [I\/I+H]+,
encontrada 16947 [M+H]*. El espectro de masas original antes de su deconvoluciéon puede verse

insertado.

3.2.- Modificacion especifica de proteinas con diésteres del acido

escuarico

3.2.1.- Modificacion de proteinas con dibutil escuarato
® Modificacion de la insulina con dibutil escuarato

Disoluciones empleadas: Insulina 0.86 mM en DMSO, dibutil escuarato 8 mM en

DMSO, TCEP.HCI 0.5 M en H>O milli Q, NEM 20 mM en H>O milli Q.

Se prepard una disolucion de insulina 0.063 mM en 200 pL totales a partir del stock inicial,
en una disolucién tamponada de fosfato 0.1 M (pH=6.5). A continuacién se adicionaron
2 ulL de TCEP.HCI (0.5 M) a la disolucién para reducir los puentes de disulfuro y se dejé
agitando durante 1 h. Posteriormente, se adicionaron 20 eq. de dibutil escuarato para
proporcionar una concentracion final de compuesto de 1.27 mM. La reaccion se dejé
agitando durante 3 h a temperatura ambiente. Los resultados fueron analizados utilizando
espectrometria de masas (UPLC-TOF). La deconvolucién de los espectros mediante el
software MagTran, que utiliza el algoritmo Zscore, permitié determinar la masa del ion

molecular tras deconvolucién del espectro no procesado (Resultados y discusion, Figura

49).

Con la intencién de investigar los puntos potenciales de reaccion, se procedi6 a estudiar la
modificacion de la proteina con dibutil escuarato tras el bloqueo de los residuos de cisteina.
Para ello, se bloquearon las cisteinas con N-etilmaleimida (NEM). En este ensayo, en un
eppendorf de 1.5 mL se preparé una disolucién de insulina de concentracién 0.063 mM
en 200 pL totales a partir del stock 0.86 mM, en una disolucién tamponada de fosfato (0.1
M, pH=0.5). A continuacion, se afiadieron 2 ul. de TCEP.HCI (0.5 M) y se dejé agitando
durante 1 h con el objetivo de reducir los puentes de disulfuro y dejar los tioles libres. Tras

la reduccién de los puentes de disulfuro, se afadieron 100 eq. de una disolucién de NEM
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(20 mM) en la reacciéon y se agité durante 3 h a temperatura ambiente (Figura 77).
Finalmente, se afladieron 20 eq. de dibutil escuarato y se dejo la reaccioén agitando durante

3 h a temperatura ambiente (Figura 78).

i 962.10(A)
736.95(B
o 28833(A) . +3 ——
B 921.03(B) +2
L 3679.6 +4 1227.60(B)
= +3
2 (B)
S T T . Wi ; 1 5 : L i ‘ il .
-g 700 800 300 1000 1100 1200 1300 1400 1500
3
<C 1l | :
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Figura 77. Estados de carga detectados y espectro deconvolucionado obtenido mostrando el ion
molecular correspondiente. La insulina tratada con TCEP y NEM previamente a la modificacién con
dibutil escuarato, resulté en la formacién de dos nuevas especies 2883.3 (calcd. para
C123H133N29043S4, [IVI‘FH] +:2883.20) y 3679.6 (calcd. para C17QH243N4204652, [IVI‘FH] +:3678.79)
correspondientes a la cadena A con los cuatro residuos de tiol bloqueados por NEM y a la cadena B
con los 2 residuos de cisteina alquilados por NEM.

958.90(B)
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Figura 78. Estados de carga detectados y espectro deconvolucionado obtenido mostrando el ion
molecular correspondiente. La insulina tratada previamente con TCEP y NEM reaccioné con dibutil
escuarato resultando en la formacién de las especies que corresponden a la cadena A con los cuatro
residuos de tiol bloqueados por NEM con la masa molecular 2883.4 (C123H133N2904384, [M+H]
+=2883.20) y a la cadena B con los dos residuos de tiol inmovilizados con dos unidades de NEM e
incorporacion de una unidad de dibutil escuarato 3831.6 (C178H255N42049S,, [M+H]* = 3830.83).

Como estudio complementario, se caracteriz6 la modificacion de la proteina oxidada. Para
ello se prepard una disolucién de insulina 0.063 mM en fosfato 0.1 M (pH =6.5) sobre la
cual se adicionaron 20 eq. de dibutil escuarato del stock de 8 mM obteniéndose asi una
concentracién final de compuesto de 1.27 mM en un volumen total de 200 pL. La reaccién

se dejo agitando durante 3 h a temperatura ambiente (Resultados y discusion, Figura 50).
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= Digestién proteica de una insulina modificada

Disoluciones empleadas: endoproteinasa Glu-C 0.5 mM en H>O milli Q.

Protocolo para la digestién: se afiadieron 850 pl. de acetona fria a 4 °C sobre la proteina
modificada o sin modificar, se mezclé y se centrifugd a 5000 g durante 10 min.
Posteriormente, se descartd el sobrenadante y se seco el pellet que contenia la proteina. A
continuacién, se afiadieron 50 pl. de disolucién tamponada (100 mM Tris HCI, pH=7.8).
Finalmente, se adicionaron 7.34 ul. de proteasa (relacion peptidasa:proteina 1:20) y se

incub6 a 37 °C durante 16 h.

Digestion de la reaccién de modificacién con dibutil escuarato: Se prepard una disolucion

de insulina de concentraciéon 0.063 mM en 200 uL totales a partir del stock 0.86 mM, en
una disolucién tamponada de fosfato (0.1 M, pH = 6.5). A continuacion, se adicionaron 2
pL. de una disolucion de TCEP.HCI 0.5 M a la proteina para reducir los puentes de
disulfuro y se dej6 agitando durante 1 h. Posteriormente, se afladieron 20 eq. de
compuesto. La reaccion se dejé agitando durante 3 h a temperatura ambiente para llevar a
cabo la modificacién de la proteina. Finalizada la reaccién, se realizé el protocolo de
digestion afiadiendo 7.34 pL. de proteasa y se dejé incubando a 37 °C durante 16 h. Los
resultados de los fragmentos peptidicos obtenidos se analizaron mediante EM en base a la

intensidad relativa (area) de cada pico correspondiente a cada uno de los fragmentos.
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Figura 79. Cromatogramas de iones extraidos (Extracted ion chromatograms EIC) correspondiente
a cada uno de los péptidos esperados tras la digestion de A) Proteina nativa, no modificada y B)
Proteina tratada con dibutil escuarato. Insertados se puede ver la secuencia del péptido esperado asf
como su férmula molecular en estado nativo (A) o conteniendo una modificacién con dibutil

escuarato (B).
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=  Modificacion de la amina N-terminal a través de una reaccion de

transaminacion

Disoluciones empleadas: piridoxal fosfato (PLP) 20 mM en disolucién tamponada de
fosfato (0.1 M, pH 6.5), dibutil escuarato (30 mM) en DMSO.

A una disolucién de insulina 0.063 mM en 200 uL de disolucién tamponada de fosfato (0.1
M, pH 6.5), se afiadieron 200 uL de disoluciéon stock de PLP. La mezcla se dejé
reaccionando durante 2 h a 37 °C (Figura 80).
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Figura 80. Reaccién de modificacion de la posicién N-terminal de la insulina mediante
transaminacién durante 2 h a 37 °C. Los iones moleculares de las especies obtenidas son 6053.15,
que corresponde al aducto con PLP (caled. para CasH380N66Os2S¢P [M+NH3]™ = 6054.71) y 5806.8
que corresponde al producto de transaminacion (caled. para Czs7H380N64O78S6 [M+H]* = 5805.61).
El espectro de masas original antes de su deconvolucién puede verse insertado.

A una disolucién de insulina 0.063 mM en 200 pL de disolucién tamponada de fosfato (0.1
M, pH 6.5) se afadieron 200 pl. de disolucién stock de PLP. La mezcla se dejé

reaccionando durante 16 h a temperatura ambiente (Figura 81).
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Figura 81. Reaccién de modificacién de la posicion N-terminal de la insulina mediante
transaminacién durante 16 h a temperatura ambiente. Los iones moleculares de las especies obtenidas
son 6052.9, que corresponde al aducto con PLP (caled. para CassHsgoNesOg2SsP [M+NHs3]* =
6054.71) y 5807 que corresponde al producto de transaminacién (caled. para Czs7H3z30N64O78S6
[M+H]* = 5805.61). El espectro de masas original antes de su deconvolucién puede verse insertado.
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A una disolucién de insulina 0.063 mM en 200 pL de disoluciéon tamponada de fosfato (0.1
M, pH 6.5), se afiadieron 200 uL. de disoluciéon stock de PLP. La mezcla se dejé
reaccionando durante 2 h a 37°C. Posteriormente se adicionaron 20 eq. de dibutil escuarato
de una disolucién de 30 mM en DMSO v la reaccién se dejé reaccionando a temperatura

ambiente durante 3 h (Resultados y discusion, Figura 51).

= Estudio de las reactividades de a-amina y e-amina a diferentes pH

En primer lugar, se prepararon disoluciones tampdn de fosfato 0.1 M a pH diferentes (5.5,

6.5,7.5,8.5y9.5).
Modificacion de la insulina con dibutil escuarato

Se prepar6 una disolucién de insulina de concentracién 0.063 mM en 200 pl. totales a
partir del stock 0.86 mM, en una disolucién tamponada de fosfato (0.1 M) al pH
correspondiente. A continuacion, se adicionaron 20 eq. de dibutil escuarato. La reaccion
se dejo agitando durante 3 h a temperatura ambiente para llevar a cabo la modificacion de
la proteina. Posteriormente cada una de las reacciones se sometieron al protocolo de

digestion empleando endoproteinasa Glu-C.

Modificacion de la ubiquitina con dibutil escuarato

Posteriormente, se preparé una disolucién de ubiquitina de concentracién 0.037 mM en
200 pL totales a partir del stock inicial, en una disolucién tamponada de fosfato (0.1 M) al
pH correspondiente (5.5-6.5). A continuacién, se adicionaron 10 y 20 eq. de dibutil
escuarato de forma independiente, y cada una de las reacciones se dejaron agitando durante
3 h a temperatura ambiente. A continuacion se procedié a digerir la proteina marcada (pH
5.5y 20 eq. de dibutil escuarato) con la endoproteinasa Glu-C siguiendo el protocolo de

digestion mencionado anteriormente.

* Modificacion de la proteina en dos etapas

Disoluciones empleadas: bencilamina (500 mM), 1-hexadecilamina (500 mM),

galactosamina (500 mM), fluoresceinamina (500 mM) en DMF.

Sobre una disolucién de insulina de concentracion 0.063 mM en una disolucién tamponada
de fosfato (0.1 M, pH=6.5), se afiadieron 20 eq. de dibutil escuarato de un stock a 30 mM.
Se dejoé la reaccién agitando durante 3 h a temperatura ambiente y, una vez transcurrido

este tiempo, se filtré mediante exclusién molecular el exceso de compuesto utilizando
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filtros de tipo Amicon® (5 KDa). Una vez eliminado el exceso de dibutil escuarato, se
traspaso la proteina modificada a un eppendorf, el cual contenia 200 pl. de una disolucién
tamponada a pH=8, y se afiadi6 la amina correspondiente (100 eq.) con la cual se queria
llevar a cabo la segunda modificacion. Se dejé agitando la reaccion a temperatura ambiente

durante 16 h.
Filtros: Amicon R Ultra-0.5 30K (centrifugal filter devices) Merck Millipore Ltd.

En estas reacciones de modificacion de la insulina en dos etapas, se observa la masa
molecular 5958.59 tanto en la modificacién con fluoresceinamina y bencilamina,
correspondiente al primer paso de modificacién de la incorporacién de una unidad de
dibutil escuarato (caled. para CogsH301NesOs0Ss, [M+H]™ = 5959.70). En el caso de la
incorporacion de la fluoresceinamina se observa la masa molecular 6232.76,
correspondiente a la proteina doblemente modificada tras el segundo paso de
incorporacion de una unidad de fluoresceinamina (calcd. para Czs1H304NgOs4Ss, [M+H]*
= 6230.70). Con el tratamiento de bencilamina se obtuvo la masa molecular 1199.50,
correspondiente a la modificacion en dos etapas (caled. para CossH300Ng6O79S¢ [M+H]>*
= 1199.35). En ambos casos el segundo paso de modificacién es incompleto. Por ultimo,
la modificacién de la insulina con hexadecilamina fue completa (sin la presencia de la
insulina mono-modificada por dibutil escuarato) dando lugar a la masa molecular 1226.33
(C277H416N66O79S6. [M+H]>* = 1126.39), que hace referencia a la incorporacién de una

unidad de hexadecilamina tras el segundo paso de reaccion.

Ensayo control: Se preparé una disolucién de insulina de concentracién 0.063 mM en
200 pL totales a partir del stock 0.86 mM, en una disolucién tamponada de fosfato (0.1 M,
pH=8). A continuacién, se afiadieron 100 eq. de cada una de las aminas en tres reacciones
independientes y se dejaron reaccionando a temperatura ambiente durante 3 h. No se

observé reaccion.
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3.2.2.- Modificacion de proteinas con di-3-butino escuarato (41)

=  Optimizacion de la reaccién con péptidos

NH,
R , O il q @
HZNJWN\)\N NJ\N N\)LOH
o = H o = H o

Figura 82. Estructura de los péptidos HoN- XaaAFAKG-COOH utilizados para el estudio de la
reactividad de 41 siendo Xaa (Ala, Gly, Val, Asn, Asp, Arg, Ser, Tyr, Pro o Cys).R: cadena lateral.
Preparacion disoluciones: Se prepararon disoluciones de los péptidos sintetizados a una

concentracién 8 mM en H>O milli Q y del compuesto 41 a una concentraciéon 100 mM en

DMSO.

El estudio de las reacciones se realizo a intervalos de 30 min, desde t = 0 hasta t = 240
min. Las diversas reacciones se prepararon en un eppendorf de 1.5 mL en un volumen
total de 250 plL. Para ello, se disolvieron los diferentes péptidos en una disolucion
tampoén de fosfato (0.1 M, pH=6.5) a una concentracion final de 1 mM. Posteriormente,
se afladieron 5 plL de 41 (100 mM), obteniéndose asi una concentraciéon final de

compuesto de 2 mM.

Espectros de los analisis MS/MS de los péptidos modificados obtenidos
mediante MALDI-TOF/TOF.

Con la finalidad de determinar la selectividad N-terminal »s el grupo e-amino de la cadena

lateral de la lisina, se analizaron los péptidos modificados mediante estudios de MS/MS.
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Figura 83. Espectros resultantes de los estudios MS/MS de los péptidos modificados por MALDI-
TOF/TOF. Fragmentos N-terminales a, b. Fragmentos C-terminales y.
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®= Confirmacion del sitio de modificacion. Digestion peptidica
Se preparé una disolucién del péptido PAFAKG de concentracion 1 mM en 250 pl. totales
a partir del stock 8 mM, en una disolucién tamponada de fosfato (0.1 M, pH=0.5).
Posteriormente, se afiadieron 5 ul. de una disolucién 100 mM de 41, obteniéndose as{ una
concentracién final de compuesto de 2 mM. Tras 1 h de reaccion, se eliminé el exceso de
41 mediante filtracién (filtros Amicon®). Posteriormente, el péptido modificado obtenido
se purificé mediante HPLC en fase reversa. Mediante analisis por EM se observé la masa
molecular 738.16 correspondiente a la incorporacién de una unidad de 41 (calcd. para

C33H43N7Oq, [M+H]* = 738.35).

Una vez obtenido el producto final purificado, se llevé a cabo la digestion con
quimotripsina. Para ello se disolvié el compuesto purificado en 50 pl. de una disolucion
tampén 100 mM Tris, 2 mM CaCl,, pH=8.0. A continuacion, se afiadieron 6.12 pL de
quimottipsina de una disolucién 1 mg/mL (relacién quimottipsina:péptido 1:60). Se dejé
incubando a 30 °C durante 16 h. Mediante analisis por EM se observaron las masas
moleculares 482.19 y 275.16, correspondientes a la muestra digerida de PAFAKG
modificada mediante 41, 41PAF (calcd. para CosHxN3O-7, [M+H]* = 482.19) y AKG
(caled. para C11H2N4O4, [M+H]* = 275.17).

®* Funcionalizacién de proteinas con di-3-butino escuarato 41

A continuacion se examino la reaccion del diéster del acido escuarico 41 con las diferentes
proteinas (insulina, ubiquitina y mioglobina) y el posterior tratamiento con azidas

funcionalizadas.
INSULINA

Reactividad del compuesto 41 con la insulina

Se preparé una disolucién de insulina 0.12 mM en 332 pL. de una disolucién tamponada
de fosfato (0.1 M, pH=60.5). Posteriormente se afiadieron 12 uL. de una disoluciéon 20
mM de 41, obteniéndose asf una concentracion final de compuesto de 0.6 mM, (5 eq. de
compuesto afiadido). Los resultados fueron analizados mediante espectrometria de

masas después de 3 h a temperatura ambiente (Resultados y discusion, Figura 57).

Reaccion de cicloadicién azida-alquino
Una vez obtenida la proteina modificada, se eliminé el exceso de 41 mediante filtracién y

la proteina resultante se traté con azidas funcionalizadas.
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Disoluciones empleadas: CuSO4 H2O (50 mM), PEG-1 (100 Mm), THPTA (50 mM),
acido ascorbico (50 mM), Cy3-Ns (100 mM).

En primer lugar, se desgasificaron todas las disoluciones acuosas mediante burbujeo de
nitrégeno. Se escogieron 200 pl para llevar a cabo la reacciéon de bioconjugacion.
Seguidamente, se adicionaron 20 eq. de azida (PEG-1) respecto a la proteina modificada.
A continuacioén, se afiadié 1 ul. de CuSO4 H>O dando lugar a una concentracion final
de 0.25 mM. Posteriormente, se adicionaron 5 ul. (1.25 mM) del ligando quelante
THPTA. Finalmente, se afiadieron 20 pl. de 4cido ascorbico de la disolucién stock.
Después de 1 h de reaccién, se analizaron los resultados mediante EM (Resultados y

discusion, Figura 58).

El siguiente ejemplo fue el estudio de bioconjugacion de la insulina con una cianina
funcionalizada con un grupo azida (Cy3-Ns). Al igual que en la reaccién de
bioconjugacién anterior, se llevé a cabo el mismo procedimiento, pero en este caso se
afiadieron 20 eq. de Cy3-Ns. Después de 1 h de reaccién, se analizaron los resultados

mediante EM (Resultados y discusion, Figura 59).
UBIQUITINA

Reactividad del compuesto 41 con la ubiquitina

Se preparé una disoluciéon de ubiquitina 0.037 mM en 253 pl. de una disolucion
tamponada de fosfato (0.1 M, pH=0.5). Posteriormente se afladieron 3.7 ul. de una
disolucion 20 mM de compuesto 41, obteniéndose asi una concentraciéon final de
compuesto de 0.185 mM. La reaccién se dej6 agitando y los resultados fueron analizados

transcurridos los 140 min y 200 min. Los resultados fueron analizados mediante EM.
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Figura 84. Modificacién de la ubiquitina con 5 eq. de 41 a pH 6.5 y a 200 min. Los iones moleculares
obtenidos tras la deconvolucion del espectro de masas corresponden a [M+H]* = 8561.7, calcd. para
Cs78H290N1050118S [1\/[+H]+ = 8565.64; [1\1+H]+ = 8711.8, calcd. para Cs86H633N1050121S M+H]+ =
8711.65 y [M+H]* = 8860.1, calcd. para C304H38N1050124S [M+H]* = 8860.67, que corresponden a
la proteina nativa y a la modificacién con una unidad de 41 y con dos unidades de 41, respectivamente.
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Reaccion de cicloadicion azida-alquino
Al igual que se llevé a cabo en el caso de la insulina, se empled la proteina marcada en

estudios de bioconjugacién con diferentes azidas funcionalizadas.

En un eppendorf de 1.5 mL se afiadi6 la proteina modificada (0.037 mM) en una disolucién
tamponada de fosfato (0.1 M, pH=6.5, 200 uL), 20 eq. de una disolucién acuosa 20 mM
de PEG-1, 1 pL de una disolucién de CuSO4-H>O en HO (50 mM), 5 plL de ligando
quelante THPTA y 20 pL. de acido ascérbico. Después de 1 h de reacciéon a temperatura
ambiente, se analizaron los resultados mediante EM (Resultados y discusion, Figura 61).
Del mismo modo, se traté la ubiquitina modificada con 20 eq. de Cy3-Ns. Los resultados

fueron analizados mediante EM (Resultados y discusion, Figura 62).

Las proteinas marcadas fueron cargadas en un gel de poliacrilamida al 16.5% que fue
separado por electroforesis a 120 mV /90 min. El gel fue analizado mediante un escaner
de fluorescencia y posteriormente tefiido con Azul de Coomassie (Resultados y discusion,

Figura 63).

MIOGLOBINA

Reactividad del compuesto 41 con la mioglobina

En un eppendorf de 1.5 mL se prepar6 una disolucién de mioglobina 0.1 mM a partir
del stock 0.5 mM en 38.75 uL. de una disoluciéon tamponada de fosfato (0.1 M, pH=6.5).
Posteriormente, se afiadieron 5 eq de 41, obteniéndose asi una concentracién final de
compuesto de 0.5 mM. La reaccion se siguié por EM analizando alicuotas a diferentes

tiempos de reaccion (60 min (Resultados y discusion, Figura 65), 150 min y 20 h).
3.3.- Modificacion de proteinas con mono-escuaramidas y tioésteres del
acido escuarico

Disoluciones empleadas: 46 (8 mM), 52 (8 mM), 54 8 (mM) en DMSO.

= Reactividad de las escuaramidas 46, 52 y el tioéster 54

Se prepar6 una disolucién de insulina de concentracién 0.063 mM en 200 pl. totales a
partir del stock 0.86 mM, en una disolucién tamponada de fosfato (0.1 M, pH= 6.5). Por
otro lado, se preparé una disolucién de 46 de concentracién 8 mM en DMSO vy se
adicionaron 20 eq. de compuesto. La reaccién se dej6 agitando durante 3 h a temperatura

ambiente (Figura 85).
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Se prepar6 una disolucién de insulina de concentracién 0.063 mM en 200 pl. totales a
partir del stock 0.86 mM, en una disolucién tamponada de fosfato (0.1 M, pH=06.5). Por
otro lado, se preparé una disolucién de 52 de concentraciéon 8 mM en DMSO vy se
adicionaron 20 eq. de compuesto. La reaccién se dej6 agitando durante 3 h a temperatura

ambiente. (Resultados y discusion, Figura 68).
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Figura 85. Reaccion de modificacion de la insulina con 20 eq. de 46 a pH 6.5. El espectro muestra
los correspondientes iones moleculares [M+H]* = 5807.4, (calcd. para Ca57H383N650778¢ [M+H]*" =
5807.65) y [M+H]*" = 6324.3 (calcd. para Cas3H420Ns0s556 [M+H]* = 6325.91) correspondientes a
la proteina nativa y a la incorporacion de una unidad de 46, respectivamente. Los espectros originales
antes de su deconvolucién pueden verse insertados.

De manera analoga a la caracterizacion realizada anteriormente con el dibutil escuarato,
se llevo a cabo la modificacion de la insulina con 54. Se preparé una disolucién de insulina
de concentracion 0.063 mM en 200 pL totales a partir del stock 0.86 mM, en una
disolucion tamponada de fosfato (0.1 M, pH = 6.5). A continuacién, se adicionaron 2
pL de una disolucién de TCEP.HCI 0.5 M a la disolucién para reducir los puentes de
disulfuro y se dej6 agitando durante 1 h. Después de la reduccién de los puentes de
disulfuro, se afiadieron 100 eq. de NEM en la reacciéon y se agité durante 3 h a

temperatura ambiente. Finalmente, se afiadieron 20 eq. de 54 y la reaccién se agitd

durante 3 h adicionales (Figura 86).

984.82(A)

- 2883.7(A) +4 1443.34(8)
>
= 3935.2(B +2
= (B 1312.65(A)
~ 962.11(B) +3
o
< +3 L
]
€ VO S S S — N |
= | | 950 1000 1050 100 1150 1200 1250 1300 1350 400 1450 1500
g T T

5000 10000

Figura 86. Estados de carga detectados y espectro deconvolucionado obtenido mostrando los iones
moleculares correspondientes. La insulina tratada previamente con TCEP.HCI y NEM reaccioné
con 54 resultando en la formacién de las especies que corresponden a la cadena A con los cuatro
residuos de tiol bloqueados por NEM con la masa molecular 2883.7 (calcd. para C123H133N20043S4,
[M+H] t=2883.20) y a la cadena B con los dos residuos de tiol inmovilizados con dos unidades de
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NEM e incorporacién de una unidad de 54 3935.2 (caled. para CigiHasoN43050S3, [M+H]*™ =
3932.83).

= Reactividad con derivados del mono-tioescuarato 54 (57 y 60)
Disoluciones empleadas: 57 (8 mM), 60 (100 mM) en DMSO.

Reactividad del compuesto 57 con la insulina, ubiquitina y mioglobina

Se preparé una disolucién de insulina de concentracién 0.063 mM en 200 pl. totales a
partir del stock 0.86 mM, en una disolucién tamponada de fosfato (0.1 M, pH=0.5). Por
otro lado se preparé una disolucién de compuesto biotinilado 57 de concentracién § mM
en DMSO vy se adicionaron 20 eq. obteniéndose asi una concentracion final de compuesto
de 1.27 mM. La reaccién se dej6 agitando durante 16 h a temperatura ambiente (Figura

87).
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Figura 87. Estados de carga detectados y espectro deconvolucionado obtenido mostrando los iones
moleculares correspondientes. La insulina reaccioné con 20 eq. de 57 resultando en la formacién de
la especie que corresponden a la insulina modificada con una unidad de 57 con la masa molecular
6187.7 (caled. para Co73Ha00N6sOs1Ss, [M+H] =6184.71).

Posteriormente, se estudi6 la reaccién de modificacién con la ubiquitina y la mioglobina.
En primer lugar, se preparé una disolucion en 108.26 pL. de fosfato 0.1 M (pH=6.5) de
ubiquitina de concentraciéon 0.037 mM a partir de la disolucién stock inicial y se
adicionaron 20 eq. de compuesto 57. La reaccién se dej6é agitando durante 3 h a

temperatura ambiente (Figura 88).
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Figura 88. Estados de carga detectados y espectro deconvolucionado obtenido mostrando los iones
moleculares correspondientes. La ubiquitina reaccioné con 20 eq. de 57 resultando en la formacién
de la especie que corresponde a la ubiquitina modificada con una unidad de 57 con la masa molecular
8946 (calcd. para C394H643N103012283, M+H]+:8945.72).

En una segunda reaccion, se prepard una disolucién de mioglobina 0.06 mM a partir del
stock 0.5 mM en 142.98 uL. de una disolucién tamponada de fosfato (0.1 M, pH=6.5). A
continuacion, se adicionaron 20 eq. de 57 y la reaccién se dejé agitando durante 3 h a 37

°C (Resultados y discusion, Figura 70).

Reactividad del compuesto 60 con la insulina

En un eppendorf de 1.5 mL, se preparé una disolucién de insulina de concentracién 0.063
mM a partir del stock 0.86 mM, en una disolucién tamponada de fosfato (0.1 M, pH=7).
Por otro lado, se preparé una disolucién de 60 de concentraciéon 100 mM en DMSO vy se
adicionaron 60 eq. de compuesto en 100 pL totales. La reaccion se dejé agitando durante
140 min a temperatura ambiente (Figura 89). Las especies obtenidas corresponden a las
masas moleculares 6236 (calcd. para Ca74Ha07NgoOssS7, [M+H]|* = 6234.79) y 1333.86
(caled. para Cao1Hy31N730091Ss, [M+5H]>* = 1333.79) pertenecientes a la incorporacion de
una y dos unidades de compuesto 60 respectivamente en una relacion 2.5:1. El analisis de

la reaccion se siguié por EM a los 140, 240 y 420 min.
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Figura 89. Estados de carga detectados e ion molecular calculado en base a la presencia de los iones
[M+5H]>*. La insulina reaccion6 con 60 eq. de 60 resultando en la formacion de las especies que
corresponden a la insulina modificada con una unidad y dos unidades de 60 con las masas
moleculares 6236.0 (caled. para Co7aH407NgoOs4S7, [M+H]*=6234.79) y 1333.86 (caled. para
C291H431N73091Ss, [M+5H]>* = 1333.79).

Reaccion click de cicloadicion de azida-ciclooctino

En un eppendorf de 1.5 mL se preparé una disolucién de la proteina modificada con el
compuesto 60 en tampén de fosfato (0.1 M, pH=7, 25 ul) y 2 eq. de una disolucién acuosa
10 mM de dibenzociclooctino biotina (DBCO-Biotin). Después de 1 h de reaccién a
temperatura ambiente, se analizaron los resultados mediante EM (Resultados y discusion,

Figura 71).

Reactividad del compuesto 60 con la ubiquitina

En un eppendorf de 1.5 mL, se preparé una disolucién de ubiquitina de concentracion
0.037 mM a partir del stock inicial, en una disolucién tamponada de fosfato (0.1 M, pH=7).
A continuacion, se adicionaron 60 eq. de 60. La reaccion se dejé agitando durante 2,4y 7

h y los resultados fueron analizados mediante EM (Figura 90).
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Figura 90. Espectros deconvolucionados. La insulina modificada reaccioné con 60 eq. de 60
resultando después de 2 h (A), 4 h (B) y 7 h (C) en la formacion de las especies que corresponden a
la reaccién de modificaciéon de una (caled. para CsosHes3N1090125S2, [M+H]*=8993.77 ) y dos
unidades de 60 (Ca.lCd. para C412Hﬁ77N1130l32$3, N+H]+:9421.91).
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Reaccidén de cicloadicion de azida-ciclooctino

Se afiadi6 la proteina modificada (0.037 mM) en una disolucién tamponada de fosfato (0.1
M, pH=7, 25 uL)) y 5 eq. de una disoluciéon acuosa 10 mM de DBCO-Biotina. La reaccién
se mantuvo en agitacién a temperatura ambiente durante 1 h. Se analizaron los resultados

mediante EM (Resultados y discusion, Figura 72).

Reactividad del compuesto 60 con la mioglobina

En un eppendorf de 1.5 mL se preparé una disolucién de mioglobina 0.06 mM a partir
del stock inicial en 168.8 ul. de una disolucién tamponada de fosfato (0.1 M, pH=7).
Posteriormente se afiadieron 60 eq. de 60. La reaccion se siguié por EM y se tomaron

muestras a diversos tiempos (Figura 91).
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Figura 91. Reaccién de modificacién de la mioglobina con el compuesto 60 en muestras tomadas
alos 80 min (A), 2 h 25 min (B), 3 h (C) y 7 h 30 min (D). Especies correspondientes a la proteina
sin reaccionar (caled. para CreoH1212N2100128S2, [M+H]*= 16952.00), a una incorporacién (calcd.
para  CrgeHi236N21402583,  ((M+H]+*=17380.14), dos incorporaciones (caled.  para
CgosHi260N218023284,  ([M+H]* = 17809.28) y a tres incorporaciones (caled. para
Cg20H1283N2180232S4, [I\I+H]+ = 18234.40) de compuesto 60.
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RESUMEN







El modelo de negocio de I+D de las compafifas farmacéuticas estd en crisis desde hace
décadas debido a los grandes costes y a la baja productividad. En consecuencia, la
identificacién de nuevos biomarcadores y el desarrollo de nuevas estrategias para detectar
y tratar trastornos patoldgicos es un campo de investigacién emergente. Estos enfoques
pueden ayudar a comprender mejor el mecanismo de progresion de la enfermedad, asi
como la identificaciéon de nuevas dianas para la intervencién terapéutica. La presente tesis
trata dos temas que abordan diferentes aspectos del proceso de descubrimiento de nuevos
farmacos. En primer lugar se ha trabajado en la identificacién de compuestos activos frente
a una diana conocida de tipo biolégico y en segundo lugar se ha estudiado el desarrollo de
métodos adecuados para la modificacién de este tipo de moléculas consideradas como

dianas farmacéuticas.

ILa autofagia es un proceso celular que consiste en la degradacion lisosomal de
componentes citoplasmaticos desechables o potencialmente dafiinos. Este proceso regula
la degradacién lisosomal y el reciclado de organulos obsoletos, de proteinas de una vida
media larga, de agregados de proteinas y de patégenos. Se produce en condiciones basales
y tiene un papel crucial en el desarrollo celular, la diferenciacion, la supervivencia y la
homeostasis y su funcionamiento anémalo esta relacionado con el envejecimiento y
multiples enfermedades como el cancer y trastornos neurodegenerativos. En condiciones
fisiologicas normales, la autofagia se produce a un nivel basal, mientras que en condiciones
de estrés, como pueden ser la falta de nutrientes o la presencia del algan estimulo, la
actividad autofagica aumenta. En los dltimos afios se ha comprobado que niveles elevados
o deficientes de autofagia estan directamente relacionados con varias enfermedades y la
modulacién de este mecanismo se ha convertido en una estrategia terapéutica prometedora
para el tratamiento del cdncer. Existen diferentes vias de regulacion para controlar la
autofagia y consecuentemente numerosos puntos potenciales de modulacién. Una de las
proteinas mas exploradas para el bloqueo de la autofagia es Atg4B, cisteina proteasa que
tiene un papel fundamental en este mecanismo y prescindir genéticamente de Atg4B inhibe
el crecimiento del tumor en células cancerosas. Es por ello que el objetivo general del
primer capitulo es la identificacién selectiva de inhibidores de autofagia mediante la
modulacién quimica de AtgdB y asi servir de base para futuras intervenciones
farmacolégicas. Inicialmente se llevé a cabo un cribado virtual utilizando una quimioteca
virtual del National Cancer Institute, se descartaron aquellas estructuras conocidas como
altamente reactivas y se solicitaron 250 compuestos para estudiar su actividad utilizando

un ensayo de cribado de alto rendimiento basado en la tecnologfa Alpha Screen puesto a
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punto en el grupo. Se procedi6 a la sintesis de los compuestos activos identificados para
confirmar su identidad y actividad, y se prepararon analogos con la intencién de explorar
la relacion estructura-actividad y obtener moléculas de mayor potencia y caracteristicas
farmacolégicas mejoradas. Una vez sintetizados, se estudi6 su actividad como inhibidores
de Atg4B y la actividad celular de los compuestos mas potentes. Asi pues los derivados de
7-aminobenzo[cdlindol-2(1H)-ona  presentaron  actividades — prometedoras  como
inhibidores de Atg4B destacando especialmente el compuesto 31 que inhibe la autofagia
celular y sensibiliza a las células cancerosas al oxiplatino.

Por otro lado, la modificacién quimica de las proteinas es una herramienta importante en
el campo de la biologia quimica para el estudio de procesos biolégicos, para la
caracterizacion de la actividad de proteinas y para el tratamiento de enfermedades. Esta
técnica de bioconjugaciéon combina caracteristicas de la quimica sintética y de la biologfa
molecular. Aunque en los ultimos afios se han descrito varios métodos de modificacion
especifica de protefnas, existe un gran interés en el desarrollo de nuevas estrategias y
métodos complementarios que superen las limitaciones de los existentes. En este contexto,
el objetivo principal del segundo capitulo es el desarrollo de un método especifico de
modificacién de proteinas mediante el uso de estructuras derivadas del acido escuarico. Se
sintetiz6 una pequefia biblioteca de diésteres, mono-escuaramidas y tioésteres del acido
escuarico. Inicialmente se escogi6 la insulina como proteina modelo puesto que era
facilmente analizable mediante analisis de masas, y posteriormente se extendié a proteinas
de mayor tamafio, ubiquitina y mioglobina. Se emplearon varios procedimientos para el
estudio del sitio de modificacién como son el empleo de agentes alquilantes, diferentes
condiciones de pH, la digestién proteica mediante la endoproteinasa Glu-C, estudios de
transaminacién y de fragmentacién MS/MS, entre otros. Todo ello conllevé al desarrollo
de un nuevo método aplicable a proteinas en su estado nativo para su modificacién
selectiva a través del alquil tioescuarato 60 presentando menos reactividad pero mas

selectividad frente a los diésteres de acido escuarico previamente explorados.
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ANEXOS







Los anexos de la presente tesis doctoral se encuentran en el USB adjunto. El material que

se encuentra incluido es el siguiente:

®= Docking

- Compuestos pertenecientes a la base de datos NCI Open Datebase seleccionados
por HTVS empleando los programas de acoplamiento Glide y Autodock Vina
para cada una de las estructuras de Atg4B.

- Tiguras representando el proceso de cribado virtual utilizado (embudos de
seleccién/docking funnels) para ambas estructuras de Atg4B empleando ambos
métodos de acoplamiento.

- Resultados del Induced Fit Docking.
= Espectros de RMN
- Capitulo 1 (12-39)

- Capitulo 2 (40-60)

=  PDF de la tesis doctoral
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