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Introduccién

Quimica Biolégica: la frontera entre la Quimica y la Biologia

Hasta hace muy poco las disciplinas tradicionales de la quimica y la biologia crecieron y
evolucionaron de forma separada y diferente. La quimica parecia mantenerse en una
postura mas conservadora, analitica y cerrada; los quimicos centraban su interés
Unicamente en las moléculas y en la obtencién de datos exactos. Por el contrario, la biologia,
que en aquel momento era fundamentalmente fenomenolégica, se interesaba por los
procesos que ocurrian en las células y en los organismos, usando técnicas menos precisas,
por lo que podriamos considerarla como una disciplina mas ecléctica.
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Figura 1. Representacion cldsica de la diferencia entre la biologia y la quimica.

Con el nacimiento de la bioquimica y la aparicién de la genética en el siglo XIX hubiera
podido esperarse que se forjase un puente entre de las dos disciplinas. Sin embargo,
paraddjicamente, la quimica y la biologia continuaron evolucionando de forma separada.
Cabe destacar que esta postura reduccionista de la ciencia tuvo éxito en su momento al
limitar la complejidad de los sistemas biolégicos, los cuales no podrian ser abordados de
otra manera con las técnicas de la época.

Las transformaciones ocurridas en la segunda mitad del siglo XX crearon un punto de
inflexién en las ciencias de la vida. Los bidlogos descifraron el cédigo genético humano [1]y
determinaron la estructura y la relacién intima entre numerosas biomacromoléculas
importantes. Los quimicos, por su parte, desarrollaron la metodologia adecuada para
sintetizar moléculas de relevancia biolégica, tanto moléculas pequefias, como
macromoléculas o (bio)polimeros (proteinas [2] y acidos nucleicos [3]). Esto, junto con el
desarrollo de nuevas técnicas de analisis, como la secuenciacién de ADN, la tecnologia de
arrays, los ensayos masivos, PCR... y los avances en las técnicas de difracciéon de rayos X,
RMN, andlisis de masas, e imagen, permitieron estudiar con detalle los procesos bioldgicos
y bioquimicos, in vitro, in vivo e, incluso, en organismos vivos. Todos estos acontecimientos
impulsaron el desvanecimiento de las fronteras clasicas de la ciencia y ahora la quimica se
presenta como el lenguaje esencial para entender de forma racional las transformaciones
que ocurren en los seres vivos [4], ya que los procesos biologicos no son mas que procesos
quimicos y por tanto, pueden y deben ser estudiados a nivel molecular.

La accién conjunta de la quimica y la biologia en la elucidacién de las bases moleculares de
los procesos biolégicos conlleva una serie de ventajas. Asi, por ejemplo, a pesar del
incuestionable valor del desciframiento del cédigo genético, este hito no ha hecho mas que
poner sobre la mesa una serie de nuevos retos. El conocimiento de los genes es muy



Introduccién

relevante, pero no suficiente para interpretar toda esa informacién en un contexto celular y
relacionarlo con las consecuencias bioquimicas tltimas. De hecho, dicho conocimiento no
determina qué proteinas seran expresadas, ni bajo qué condiciones, ni tampoco el destino
final de la célula. En este contexto la quimica juega un papel fundamental al proporcionar
las herramientas para entender las interacciones entre biomoléculas y para intentar
manipularlas de forma programada.

Otra limitacién de los métodos biolégicos y bioquimicos clasicos reside en las graves
dificultades para estudiar en tiempo real los cambios celulares, aunque no por ello estos
métodos deben ser menospreciados, dado la utilidad que tuvieron en el descubrimiento de
las rutas bioquimicas. Los sistemas vivos son dindmicos y las aproximaciones quimicas
mediante el uso de moléculas sintetizadas a medida como, por ejemplo, compuestos
enmascarados o modulables mediante sefales externas, permiten introducir parametros de
control espacial y temporal para estudiar los fenémenos biolégicos [5].

En la actualidad se ha experimentado un gran interés por esta disciplina conjunta acufiada
recientemente con el término Quimica Bioldgica (Chemical Biology) [6]. Se ha definido como
la rama de la ciencia enfocada al desarrollo y uso de técnicas quimicas para estudiar los
fenomenos biologicos [7]. De todos modos, es importante resaltar que esta definicién debe
entenderse de forma sinérgica, como el uso de la quimica para avanzar en el entendimiento
molecular de la biologia y el aprovechamiento de los conocimientos biolégicos adquiridos
para avanzar en los estudios de tipo quimico [8]. El caracter interdisciplinar de esta ciencia
hace muy complicado establecer un campo exacto de accion [9]. Abarca materias tan
diversas como el reconocimiento biomolecular, la catdlisis enzimatica, la sefializacion
celular, los procesos de internalizacion y transporte, la sintesis de biomoléculas o la
regulacion de la expresion genética.

El concepto de quimica biolégica parece algo totalmente novedoso y una prueba
contundente del impacto y potencial de este area en la actualidad es la aparicion, a partir de
la década de los noventa, de varias revistas especializadas en esta tematica tales como:
Chemistry & Biology, ChemBioChem, Current Opinion in Chemical Biology y otras aun mas
recientes como ACS Chemical Biology y Nature Chemical Biology. Asimismo, se han
incorporado programas especificos de formacién en universidades [10] e, incluso, algunos
departamentos de gran relevancia mundial, han cambiado su nombre para incluir en él, el
nuevo término Chemical Biology. De todos modos, dicho concepto no es algo
completamente original de nuestros tiempos, pues la misma idea basica ya se habia puesto
en practica a finales del siglo XVIII [11]. El primer quimico biolégico, puede que haya sido
el descubridor del 6xido de nitroso, Joseph Priestley, (1733—-1804) quien para aumentar los
conocimientos de la quimica de dicho gas, incubaba ratones con él. Durante el siglo XIX
hubo algunos investigadores mas que siguieron esta filosofia interdisciplinar de la ciencia,
pero también es cierto que no ha sido hasta nuestros dias cuando la quimica biolégica ha
conocido todo su esplendor.
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Expresion genética: bases moleculares

La naturaleza de los organismos vivos estd determinada por sus genes, esto es, por
secuencias concretas de acidos nucleicos que son necesarias para la sintesis de un
polipéptido funcional [12]. La transferencia de esta informacién genética de una generaciéon
a la siguiente es una cuestiéon fundamental para la vida. El flujo de la informacién genética
fue postulado por Francis Crick en la reunién internacional de la Society of Experimental
Biology en 1957 y se publicé un afio después [13]. La idea basica de este postulado,
denominado por él mismo como Dogma Central,' esta esquematizada en la figura 2.

N
/ 4 \
4 \
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Y A\

RNA PROTEIN

Figura 2. Esquema original publicado por Francis Crick: las lineas continuas representan transferencias
permitidas, las punteadas posibles y la ausencia de lineas define las prohibidas segiin el dogma central.

Segiin el esquema de Francis Crick la informacién genética se transcribe de manera
unidireccional desde el ADN hasta las proteinas a través del ARN. El dogma central
otorgaba al ADN un papel clave en la biologia y tuvo una gran repercusion ya que sirvié
como un punto de referencia para los defensores de la nueva biologia molecular a finales de
la década de 1950. No obstante, también fue objeto de muchas criticas, puesto que, de
acuerdo con su planteamiento, la informacion se traduce en proteinas y éstas no pueden ser
modificadas, ni afectar a los genes. La unidireccionalidad del proceso fue y sigue siendo
uno de los temas de mayor controversia provocando, incluso, que el propio Crick tuviera
que volver a la idea original, en 1970, y explicar su interpretacién en un articulo completo
[14].

Si bien es cuanto menos curioso que Francis Crick usase el término dogma para designar
una hipétesis cientifica, lo cierto es que durante algiin tiempo su idea adquirié cierta
dimensién de verdad absoluta [15]. Sin embargo, desde la formulacién inicial del dogma
central hasta nuestros dias, se han efectuado algunas correcciones del esquema original
[16]. Asimismo, se ha demostrado la accién reguladora de las proteinas sobre el ADN, la
existencia de proteinas transmisibles (priones), el descubrimiento de que el 98% de la
produccién transcripcional estd constituida por intrones y otros ARN sin funcién
codificadora, ARN que desempena funciones enzimaticas (ribozimas), ARN de
interferencia, etc.

" “The Central Dogma: this states that once information has passed into protein it cannot get out again. In more detail,
the transfer of information from nucleic acid to protein may be possible, but transfer from protein to protein, or from
protein to nucleic acid is impossible. Information means here the precise determination of sequence, either of bases in the

nucleic acid or of amino—acid residues in the protein.” (Francis Crick, 1957)
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Conceptos generales

La entrada en la era postgendémica centra las investigaciones bioquimicas en la
comprension de las funciones de los productos de nuestros genes y en el modo en que éstos
son regulados. En este capitulo se abordaran los aspectos generales de la expresiéon genética
en las células eucariotas desde una perspectiva molecular [17].

El término expresion genética se refiere al proceso completo mediante el cual la informacién
contenida en un gen es decodificada, dando lugar a una determinada proteina. De forma
simplificada y partiendo de la replicacién del ADN, el proceso consta de dos etapas basicas:
transcripcion y traducciéon [18]. Sin embargo, a nivel molecular ocurren muchos procesos
dentro de cada etapa general.

El genoma celular estd organizado en cromosomas y cada uno de ellos contiene una tnica
molécula de ADN lineal (10’-10° pb). A diferencia de lo que ocurre en los organismos
procariotas, los cromosomas eucariotas normalmente no se encuentran libres en el
citoplasma, sino que estdn separados mediante la membrana o envoltura nuclear formando
una masa enmarafiada de fibras de un complejo proteina—~ADN denominado cromatina. El
nucleosoma es la unidad estructural minima de la cromatina y esta constituido por una
secuencia de ADN (146 pb) enrollado a un octdmero de proteinas denominadas histonas
(dos moléculas de cada histona: H2A, H2B, H3 y H4). Ademas del papel estructural de
compactacién del ADN, la cromatina también juega un papel fundamental en la regulacién
de la expresion [19] facilitando o restringiendo el acceso de la maquinaria transcripcional a
las cadenas de ADN y consecuentemente desencadenando o inhibiendo el proceso de la
transcripcién.

Cromosoma

Figura 3. Proceso de desempaquetamiento del cromosoma.

Mediante el proceso de la transcripcién, la informacion codificada en la hebra molde o
codificante de ADN se transmite al ARN. La transcripcién de los genes eucariotas requiere la
presencia de tres enzimas especializadas de ARN polimerasa (ARNpol): La ARNpol I
transcribe los genes ribosomales en ARN ribosomal (ARNr) mientras que la ARNpol III
codifica un niimero pequeiio de ARN entre los que se encuentran los ARN de transferencia
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(ARNt). La transcripcién de los genes que codifican las proteinas la lleva a cabo la ARNpol 11
[20], por lo que la discusiéon se centrara exclusivamente en ésta. Los ultimos estudios han
dividido el proceso de la transcripcién en ocho etapas bésicas, esquematizadas en la figura
siguiente [21].

Figura 4. Etapas de la transcripcién.

El proceso se inicia cuando la ARNpol II accede a la secuencia del promotor, una secuencia
rica en pares de bases A/T conocida con el nombre de caja TATA (TATA box), puesto que
presenta una secuencia consenso de 7 pares de bases (5’-TATAAAA-3’, o una variante)
flanqueada por regiones ricas en G/T. Dicha secuencia consenso es reconocida por la
proteina de unién TATA (TBP: Tata Binding Protein). A continuacién, en la segunda etapa,
el complejo de preiniciaciéon (PIC) constituido por mas de 40 proteinas distintas se une al
nucleo promotor (etapa 2) y es entonces cuando un fragmento de la secuencia del ADN es
desenrollado (12-20 pb) para llevar a cabo la sintesis del ARN en la llamada burbuja de la
transcripcion [22] (etapa 3). Tan pronto como la ARNpol II inicia la transcripcién, el recién
sintetizado ARN es modificado en el extremo 5’. Esta modificacién sirve inicialmente, para
proteger el ARN contra el ataque de las nucleasas y después, para inducir la unién de las
proteinas encargadas de exportar el ARN maduro al citoplasma. Posteriormente, la enzima
se desplaza a lo largo de la hebra molde produciéndose la elongacién de la cadena en la
direccién 5" — 3’ hasta que se alcanza una regioén de pausa proximal del promotor (etapa 4).
Después el complejo es hiperfosforilado (etapa 5) y a través de un mecanismo desconocido
o bien termina el proceso, o bien entra en una etapa de elongacién productiva. Las
secuencias codificadas del gen (exomes) son acompanadas por largas secuencias no
codificables (intrones) que son eliminadas mediante el corte y empalme (splicing) de ARNm.
Si el proceso no ha terminado, la ARNpol II debe entonces seguir con la elongacién
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productiva a lo largo de todo el gen (etapa 6). Finalmente se produce la terminacién, donde
el ARNm es liberado y modificado en el extremo 3’ con una secuencia de poliadenosinas
(etapa 7) y podria, entonces, empezarse un nuevo ciclo (etapa 8).

Por 0ltimo, una vez que el ARNm ha sido exportado al citoplasma a través de los poros de la
membrana nuclear, se puede llevar a cabo la traduccion, esto es, el ensamblaje de los
distintos 20 aminodcidos en una determinada proteina siguiendo las reglas del cédigo
genético [18]. La sintesis de las proteinas tiene lugar en unos complejos de ARN y proteinas
llamados ribosomas [23]. El principio basico de la traduccién consiste en que una molécula
de ARNm se une a un ribosoma mientras las moléculas de ARNt transportan los
aminoacidos de uno en uno. Cada ARNt identifica el codén apropiado en el ARNm y afiade
el aminoacido correspondiente a la cadena proteica en crecimiento. El ribosoma se desplaza
a lo largo de ARNm, con lo que el mensaje genético puede “leerse” y traducirse en una
proteina. La cadena polipeptidica recién sintetizada sufre un proceso de plegamiento y, a
menudo, modificaciones quimicas postraduccién para generar finalmente la proteina
activa, alcanzandose asi, el tltimo estadio de la expresion genética.

Regulacién de la expresién genética: factores de transcripcion

La identidad de un organismo viene determinada por sus genes y mas concretamente por la
expresion de los mismos. Todas las células de un organismo presentan los mismos genes,
pero no todos son expresados de la misma manera. Los genes que codifican los
componentes metabdlicos o estructurales esenciales de una célula pueden ser expresados
de forma continuada en todos los tipos celulares; sin embargo, la mayoria del los genes son
expresados bajo circunstancias particulares: en determinados tipos de células, en fases del
ciclo celular concretas, o en fases de desarrollo, o como respuesta a sefales externas. Esto
implica que la morfologia y el correcto funcionamiento de una célula dependen en gran
medida de que la expresion de su material genético se produzca de forma controlada.

La expresion genética es un proceso muy sofisticado y elaborado que conlleva muchos
niveles de regulacién coordinados para su correcta ejecuciéon. La interrelacién de la
expresion genética hace que no se puedan infravalorar ninguno de los procesos de
regulacion, pero se ha observado que la regulacion se produce fundamentalmente en la
etapa de la transcripcién [24] y concretamente, en la iniciacion del proceso [25], por lo que la
discusién se centrard principalmente en esta etapa de la transcripcién y se analizard con
mas detenimiento.

A nivel molecular, la regulaciéon esta dictada fundamentalmente por la combinacién de las
interacciones de unas proteinas denominadas factores de transcripcion (FT), entre siy con
secuencias especificas de ADN. En la estructura de un gen eucariota tipico de clase II
(codificador de una proteina) pueden diferenciarse los siguientes elementos:

e Niicleo promotor (core promotor): secuencia de ADN constituida generalmente por la
caja TATA localizada en la posicion ~ 25-35 pb antes del sitio de inicio de la
transcripcion (+1), un elemento iniciador (Inr) con una secuencia consenso PiPi
AX(T/A)PiPi (donde X representa cualquier nucleétido) situado alrededor de la posicién
+1 y un elemento después del promotor (DPE) cuya secuencia consenso es
PuG(A/T)CGTG y su situacién es la posicién +30. El nicleo es el lugar donde se unira
la ARNpol II.
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e Promotores proximales y distales: elementos reguladores pequefios (6-10 pb) cuya
secuencia consenso variard dependiendo del determinado gen.

e Potenciadores (enhancers) [26] y silenciadores (silencers) [27]: pueden estimular o
reprimir la transcripcién del mismo modo que los elementos proximales. A diferencia
de éstos, estan situados lejos del promotor y muchos de ellos dependen del tipo celular.
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Figura 5. Estructura de un gen eucariota tipico con sus elementos reguladores.

Los factores de tramscripcion son proteinas que influyen de forma determinante en la
expresion de un gen mediante su interaccién, selectiva y con elevada afinidad, con
secuencias especificas de ADN (secuencias del promotor o las secuencias reguladoras
distales). El hecho de que aproximadamente el 5-10% de los genes codifiquen factores de
transcripcion pone de manifiesto la importancia de esta familia de proteinas. Los factores
de transcripcién pueden clasificarse en tres grupos [28]:

FACTORES DE TRANSCRIPCION GENERALES O BASALES (FTGs) [29]: estdn presentes en todas las
células y son imprescindibles para la sintesis de cualquier ARNm, ya que a diferencia de lo
que ocurre con la polimerasa procariota, la ARNpol II por si sola es incapaz de reconocer el
promotor.

FACTORES DE TRANSCRIPCION COFACTORES [30]: desempefian un papel fundamental en el
efecto de los factores de transcripcion ya sea mediante una interaccién fisica directa con
ellos o con la ARNpol II o indirectamente mediante modificaciones en la estructura de la
cromatina.

FACTORES DE TRANSCRIPCION ANTES DEL SITIO DE INICIO: interaccionan especificamente con
las secuencias proximales y distales del gen y/o con las secuencias potenciadoras y
silenciadoras modulando la velocidad del proceso de la transcripciéon. Dentro de este grupo
también se puede hablar de factores de transcripcién inducibles, aquellos que tinicamente son
sintetizados en las células de los tejidos o en las fases de desarrollo en respuesta a estimulos
fisiologicos o ambientales.
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Figura 6. Factores de transcripcion eucariota y su interaccion.
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La regulacién en la transcripcién se inicia con las histonas. Estas proteinas han pasado de
ser consideradas un elemento meramente estructural a empezar a hablarse del cédigo de las
histonas el cual estd intimamente relacionado con la epigenética [31]. Todas las histonas
presentan un extremo N-terminal susceptible de ser alterado y el modo en el que éste es
modificado, afecta al empaquetamiento de la cromatina. Posiblemente la acetilaciéon es una
de las modificaciones mas importantes de las histonas con respecto a la transcripciéon
genética, pero éstas también pueden sufrir metilaciones, fosforilaciones, etc. Actualmente
se han observado varias combinaciones de ellas, lo que ha conducido a proponer que la
modificacion del extremo N—terminal de las histonas genera un cédigo entendido por las
proteinas que modulan la transicién entre los diferentes estados de la cromatina. La
hipétesis predice que dicha modificacién crea sitios de unién accesibles para proteinas
auxiliares. El mecanismo de la acetilacion es el mejor conocido: la histona acetiltransferasa
(HAT) aumenta la accesibilidad de los factores de transcripcién mediante la neutralizacion
de la carga de los residuos de lisina debido a su acetilacién, esto reduce la compactaciéon y
permite el acceso a los factores de transcripcién generales junto con la enzima ARNpol II.

La maquinaria de transcripcion general o basal [32] estd compuesta por la enzima ARNpol
IT y al menos seis factores de transcripcion generales (FTGs) nombrados como: TFIIA
(Transcription Factor Class II A) TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF y TFIIH. Unicamente el TFIIF
es capaz de unirse especificamente a la secuencia de ADN del promotor y es esta unién la
que induce la unién de los otros factores de transcripcién basales. Estudios in vitro
demostraron que, a pesar de la complejidad de la maquinaria de transcripcién general
descrita anteriormente, ésta es incapaz de producir la transcripcién de manera eficiente por
si sola y necesita la presencia de los cofactores y los otros factores de transcripcién [33]. Los
cofactores no se unen selectivamente a secuencias especificas de ADN, pero son reclutados
de forma regulada mediante interacciones con coreguladores especificos de secuencia, o
con la maquinaria de transcripcién general. El reclutamiento del complejo de cofactores es
una etapa critica en la regulacion de la transcripcién [34]. Entre los distintos cofactores es de
especial importancia la figura del complejo mediador [35], ya que este gran complejo proteico
(IMDa, 22-28 subunidades) actiia como puente entre el complejo general de ARNpol IT'y
los activadores o represores que trasmiten las sefiales desde los elementos distales y
proximales del ADN como las secuencias potenciadoras o represoras. De este modo, la
naturaleza modular del complejo mediador permite la integracién de las sefiales
reguladoras positivas y negativas.

Dominio de unién
ADNN\_ A2
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Figura 7. Maquinaria de transcripcién regulada por los factores de transcripcidn.
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La ultima etapa de la iniciacion implica el ensamblaje cooperativo de un conjunto de mas
de 40 proteinas distintas, que se conoce con el nombre de complejo de preiniciacién (PIC)
[36], en el nicleo promotor. Recientemente se ha observado que esta union esta relacionada
con la fosforilacién del dominio C—terminal (CTD) de la unidad mas grande de la ARNpol
IT [37]. Dicho dominio, en los mamiferos, estd formado por 52 repeticiones de la secuencia:
Tyr—Ser—Pro—Thr—Ser—Pro—Ser, donde los residuos de serina son susceptibles de ser
fosforilados. La fosforilacion de este dominio provoca un cambio substancial en las
propiedades i6nicas del ARNpol II. Cuando esto ocurre, la enzima abandona el complejo de
preiniciacion y comienza a sintetizar el ARNm, empezando de esta forma las otras fases de
la transcripcién diferentes a la iniciacion.

Una vez presentada la elaborada red de regulacién existente en la expresiéon génica y
conocida la importancia de los factores de transcripcién en este proceso, la pregunta logica
que surge es (Quién regula a los reguladores? [38]

Los factores de transcripciéon funcionan como centros de integraciéon de diferentes rutas de
seflalizacién celular afectando la activacion de un determinado gen. Es obvio, por tanto, que
su regulacién sea de crucial importancia. En general, existen dos mecanismos basicos por
los que la accién de los factores de transcripcion puede ser regulada: control de la sintesis
(concentracion) y control de la actividad.

La concentraciéon de los factores de transcripcion, puede regularse en cualquiera de las
etapas del proceso de expresion del gen, del mismo modo que la concentracién de cualquier
otra proteina intracelular. Existen varios mecanismos para lograr este control como, el corte
de ARN, la localizacién nuclear, la degradacién del ARNm, etc. Todos ellos se caracterizan
por ser procesos lentos. Uno de los mecanismos mas estudiados es la autorregulacién del
factor de transcripciéon. La versién mas simplificada de éste seria la unién de un Gnico
factor de transcripcién al promotor de su propio gen, pero el proceso puede ser mucho mas
complejo. Asi por ejemplo, varios factores de transcripcion pueden unirse a los promotores
de otros genes y de este modo indirecto afectar a la velocidad de la transcripciéon de su
propio gen. La regulacion por retroalimentacién positiva proporciona un mecanismo de
memoria esencial para mantener el fenotipo especifico de una célula.

El control por activacion, por el contrario, es un mecanismo muy rapido que se produce
como respuesta ante una determinada necesidad celular. La actividad de los factores de
transcripcion estd a menudo regulada por procesos de (de)fosforilacién, que pueden
bloquear o desencadenar la accion de proteasas, de proteinas transportadoras nucleares o la
unién al ADN. La unién de un determinado ligando, como un compuesto organico o iones
metalicos, también puede afectar a la interaccién mediante cambios conformacionales en el
factor de transcripcién. Este tipo de control es muy comun en la familia de receptores
hormonales nucleares (NHR). Un ejemplo clasico es el receptor nuclear de la vitamina D3
(VDR), una fosfoproteina que se une a la hormona VDR con una gran afinidad, regulando
la expresion de los genes a través de interacciones proteina—proteina. La vitamina D3 juega
un papel fundamental en el mantenimiento de los niveles adecuados de los iones calcio y
fosfato en los huesos. Esta vitamina es transformada por la radiacién ultravioleta en el
compuesto 1,25(0OH),D3 con actividad hormonal que se une al VDR e induce cambios
conformacionales que favorece la heterodimerizaciéon con el receptor retinoideo (RXR). Este
complejo modula la transcripcién génica de factores de transcripciéon como NFkB, o SMAD
que se expresan Unicamente en células de diferentes tejidos [39].
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Figura 8. lzquierda: Estructura de la forma activa de la vitamina D3 con actividad hormonal
(1,25(0OH),D3). Derecha: Estructura del complejo VDR—RXR (PDB: TYNW).

Como en el caso del receptor RXR y la hormona VDR, muchos factores de transcripcion
reconocen sus secuencias consenso mediante la formacién de homo- o heterodimeros, o
incluso mediante la formacién de estructuras proteicas mas complejas. Por tanto, las
interacciones proteina—proteina también constituyen un mecanismo fundamental de
control de la actividad. A diferencia de lo que ocurre con los factores de transcripciéon
procariotas, que se unen a secuencias palindromicas de ADN formando homodimeros; las
proteinas eucariotas pueden reconocer secuencias no simétricas de ADN mediante
heterodimeros o incluso en algunas ocasiones, en forma de monoémeros. Este tipo de
control homo- o heterodimérico permite reconocer muchas mas secuencias y asegurar
buenas afinidades en la interaccién (Ka ~ 10°~10" M™). En este caso se habla del concepto
de economia genética, estos es, varios genes son regulados por el mismo factor de
transcripcién [40].

Dada la gran importancia de los factores de transcripcién, es fundamental comprender las
bases moleculares que rigen sus interacciones con otras proteinas y con sus secuencias de
unién al ADN. Esto podria permitir avanzar en el disefio de versiones sintéticas de factores
de transcripcion o de compuestos organicos con capacidad para alterar su actividad; lo cual
seria importante no sé6lo desde una perspectiva terapéutica, sino también, para obtener mas
conocimiento bésico en el campo de la quimica biolégica.

Factores de transcripcion como dianas terapéuticas: cdncer

Como se puede deducir de la discusién anterior, los factores de transcripcién ejercen un
papel biolégico muy importante, y por lo tanto, podrian servir como dianas terapéuticas de
alcance [41]. La gran mayoria de las rutas de sefalizacién conocidas desencadenan en
ultima instancia en la actividad de un factor de transcripcién para regular algin gen
especifico [42].

12
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Figura 9. Relacidn entre las rutas de sefializacion y los factores de transcripcién.

A pesar del gran ntimero de genes que codifican factores de transcripcién, se han
desarrollado muy pocos compuestos y estrategias capaces de regular de forma terapéutica la
actividad de determinados factores de transcripcién [43]. Algunas de las razones de la
dificultad de abordar los factores de transcripcién como dianas terapéuticas son su
localizacién nuclear y la necesidad de conseguir una elevada especificidad y selectividad.
Atn asi, se ha logrado modular el proceso de transcripcién mediante el uso de dos
estrategias basicas: a) estrategias indirectas como la inactivacién de quinasas [44], y b)
estrategias directas como: el uso de moléculas que interaccionan selectivamente con
secuencias especificas de ADN [45], o que impiden la dimerizacién [46]. También se han
usado péptidos helicoidales estabilizados conformacionalmente con propiedades de
internalizacién mejoradas, y que inhiben la formacién del complejo de transcripciéon
mediante la disrupcién de interacciones proteina—proteina cruciales en el proceso [47].

Los factores de transcripcién estan relacionados con muchas enfermedades humanas pero
el cancer ocupa un lugar especial dentro de estas enfermedades [48]. En la tabla 1 se
muestran algunos ejemplos de los factores de transcripcion que estidn siendo investigados
como posibles dianas terapéuticas para el tratamiento del cancer.

Factor de
transcripcion

Motivos estructurales

Familia (FOS, JUN, MAF, etc) que regula el oncogén RAS y las citoquinas

AP1
proinflamatorias.

C/EBP Involucrado en el control del ciclo celular, podria ser una diana terapéutica
para el cédncer de piel.

CREB Interviene en la ruta de sefializacién celular del AMP ciclico, podria ser una
diana terapéutica para la leucemia.

E2F Regula genes esenciales del ciclo celular.

Ets Regula la proliferacion y la apoptosis celular. Se relaciona con el cancer de
tiroides, pancreas e higado.

FoxO Se encuentra en la ruta de sefalizacién del crecimiento, proapoptético.

FoxP3 Se define como la molécula reguladora de las células T. Importante en el

descubrimiento de respuesta inmune frente tumores.
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Se activa por la hipoxia para promover angiogénesis. Se relaciona con la

HIP mortandad en el cdncer de mama y otros canceres.

Myc Se sobreexpresa en el linfoma de Burkitt y en carcinomas de colén, pecho y
préstata.

Myb Su concentraciéon se eleva en el cédncer de mama, higado, préstata y
testiculos.

NF—kB Relacionado con la supervivencia de determinados genes relacionados con
cénceres

STAT Su concentracidn se eleva en muchos tipos de cénceres y se relaciona con la

proliferacién celular.

Tabla 1. Posibles factores de transcripcién como dianas terapéuticas [42b].

Myc (también llamado c—Myc) fue el primer factor de transcripcion oncogénico descubierto
(1979). Esta proteina desempefia un papel fundamental en la regulacion de muchas
actividades celulares (figura 10) y se ha observado que muchas enfermedades (~ 30%) como
por ejemplo, el linfoma de Burkitt [49] son consecuencia de su descontrol y sobreexpresion.
Su unién al ADN requiere la formacién de un heterodimero con la proteina Max y los
recientes resultados sugieren que la especificidad y afinidad de Myc estan relacionados con
el empaquetamiento de la cromatina y mas concretamente, con la modificacién de las
histonas [50]. Estos descubrimientos sugieren que quiza, la manipulacién de Myc podria
abordarse también mediante la modificacién de las histonas, ademas de intentar bloquear
la formacién del heterodimero.
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Evoluciéndel - Inestabilidad gendémica
o \ A -
ciclo celuar %™
Go
Divisién celular Proliferacién celular descontrolada

o3 w
Metabolismo < \ \/Lz Evitar el sistema inmune
B

ﬁ’ ” *b

Actividad de la '9‘6 ,/? %
telomerasa =
GO Inmortalidad
e .
Adherencia celular‘ - ‘Gﬁmr Independencia de los
2T (® g factores de crecimiento

Angiogénesis Diferenciacién

Figura 10. Procesos celulares relacionados con Myc en condiciones normales (izquierda) y durante su
descontrol (derecha).

La familia AP-1 esta constituida por ocho proteinas diferentes entre las que se encuentran
la proteina GCN4 (de la que se hablara mas adelante), Fos y Jun. Estas dos tltimas proteinas
reconocen la secuencia TRE: 5'-d(TGAC/GTCA)-3’ localizada en los promotores de varios
genes que controlan los procesos de division celular. La interaccién se produce en forma de
heterodimeros (Jun/Fos) u homodimeros (Jun/Jun) [51]. Se ha observado que mutaciones en
Fos, que alteran su capacidad de heterodimerizar con Jun, inhiben también su habilidad de
transformar las células en cancerosas [52]. Se ha demostrado también que los componentes
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de la familia AP-1 se activan en respuesta a un gran nimero de estimulos, por lo que se
trata de una familia de factores de transcripcién altamente flexible e integrada en las
cascadas de sefializacion celular.

Finalmente, el gen que codifica a la proteina p53 (TP53) es probablemente el supresor de
tumores mas comun en los canceres humanos (50%). Esta proteina de 393 aminoécidos se
suele conocer con el nombre del guardidn del genoma, ya que su nivel aumenta
drasticamente en respuesta a los dafios genémicos y al estrés celular, causando la apoptosis
de las células dafiadas como medida de prevencién de la proliferaciéon de canceres.
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Interaccién intermolecular entre los factores de transcripcion y el ADN

Los factores de transcripcion reconocen una determinada secuencia de ADN debido a que
su superficie es quimicamente complementaria a la del ADN [53]. Esta compatibilidad
estructural es algo general para cualquier proceso de reconocimiento biomolecular. Por
tanto, el proceso de interaccion entre los factores de transcripcion y el ADN no se puede
comprender totalmente sin analizar las propiedades estructurales basicas de ambos.

Estructura del ADN vy sus implicaciones en el reconocimiento

El ADN es un biopolimero derivado de nucleétidos caracterizado por un esqueleto fosfatado
altamente cargado negativamente. Se caracteriza por tener una estructura regular de doble
hélice en la que las cadenas se mantienen unidas gracias a los enlaces de hidrégeno
complementarios e interacciones hidrofébicas entre las bases nitrogenadas. Se ha
observado que la doble hélice adopta diferentes conformaciones dependiendo de las
condiciones del medio (pH, fuerza iénica, disolvente, etc.). La conformacién més relevante
bajo condiciones fisiolégicas es la llamada ADN-B. Esta es la conformacién reconocida por
la mayoria de los factores de transcripcién, por lo que es conveniente resaltar algunas de
sus caracteristicas estructurales [54]. El ADN-B tiene un didmetro aproximado de 20 A con
10 pares de bases por vuelta. La distancia entre los pares de bases consecutivos es de 3.4 A y
la rotacién por residuo de 36°. A pesar de que se trata de una estructura bastante regular y
uniforme presenta una cierta variabilidad, existen desviaciones en los dngulos de torsién
con respecto a la media. Estas variaciones son dependientes de la secuencia e importantes
en las interacciones especificas con las proteinas [55].
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Figura 11. Izquierda: estructura de las cuatro bases nitrogenadas del ADN. Derecha: estructura de ADN
donde se observan el surco mayor y el menor.

En la estructura de ADN-B se pueden distinguir dos surcos de distinto tamafio y con
atributos geométricas diferentes. El surco mayor es ancho y relativamente poco profundo,
mientras que el suco menor es estrecho y profundo. La anchura del surco menor viene
determinada en gran medida por la secuencia y en general, las regiones ricas en A/T son
mas estrechas que las G/C. Recientemente diversos estudios sobre la hidratacién de los
surcos muestran diferencias desde el punto de vista termodindmico muy importantes. Se
ha encontrado que la asociacién en el surco mayor es un proceso dirigido principalmente
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por la entalpia mientras que la unién en el surco menor se caracteriza por una desfavorable
entalpia compensada por la contribucién entrépica [56].

En la mayoria de los casos la unién de los factores de transcripcién al ADN no afecta al
empaquetamiento entre las bases nitrogenadas del ADN, porque el proceso de
reconocimiento tiene lugar a través de los grupos expuestos de las bases del surco, aunque
bien es cierto que pueden causar alteraciones conformacionales locales.

surco mayor surco mayor

a
\/ \a_—d/
surco menor surco menor
surco mayor surco mayor

— /d—_a\
a d i 2

ey G

a
d

surco menor surco menor

Figura 12. Representacion del patrén de dadores (d) y aceptores (a) de puentes de hidrégeno en los pares de
bases del ADN mostrando la diferencia entre surco mayor y menor.

Analizando la estructura idealizada del ADN-B se observa que la variabilidad funcional del
surco mayor es mas elevada que la del surco menor. De hecho, en el surco menor los pares
de bases A/T son degenerados en relacién a su habilidad para formar enlaces de hidrégeno,
mientras que en el surco mayor las cuatro combinaciones de los pares de bases presentan
un patréon de reconocimiento diferente [57]. Estos factores junto con el tamafio y la
hidrataciéon del surco menor justifican el que las proteinas reconozcan el ADN
preferentemente a través del surco mayor.
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Dominios de unién de los factores de transcripcién

En los tltimos afios se han resuelto un gran ntimero de estructuras de complejos ADN-
proteina mediante técnicas de resonancia magnética molecular y cristalograficas. Asi, a
finales del 2002 habia mas de 280 estructuras de estos complejos depositados en la base de
datos Protein Data Bank [58]y ocho afios mas tarde existen mas del doble de estructuras.

A pesar de la gran variabilidad morfolégica de los complejos ADN—proteina, el estudio de
las estructuras de estos complejos a escala atémica ha permitido derivar unas reglas
generales sobre el modo en el que se produce la interacciéon. En la mayoria de los casos las
proteinas presentan una hélice o (hélice de reconocimiento), encargada directamente de la
“lectura” de los pares de bases en el surco mayor del ADN. Esta hélice estd implicada en las
interacciones especificas del complejo y se ha demostrado que cuando se inserta en el surco
mayor con su eje flanqueando el esqueleto del ADN logra el nimero maximo de contactos
con las bases del ADN [59]. Sin embargo, la disposiciéon de la hélice no es igual en todas las
proteinas e incluso, hay hélices que se pueden insertar en el surco menor del ADN [60] y
proteinas que utilizan otros motivos estructurales, como ldminas B o giros para realizar el
reconocimiento. Ademas, normalmente, estos elementos de reconocimiento se encuentran
integrados en una estructura mas compleja e imprescindible para la interaccién que recibe
el nombre de dominio de unién.

Se ha establecido varias clasificaciones estructurales en funcién de los motivos de
reconocimiento utilizados por estas proteinas [61]:

Herice-Giro—HErice (HTH: Helix—Turn—Helix) Y Homeopominio: el HTH fue el primer
motivo estructural de reconocimiento de ADN descubierto, es un elemento muy coman en
los factores de transcripcion procariotas [62]. Tradicionalmente se defini6 como un
segmento de 20 aminodacidos de dos hélices o casi perpendiculares (~ 120 °C) conectadas a
través de un giro 3 de cuatro residuos, pero en la actualidad algunos autores han extendido
esta definicién e incluido también bajo esta categoria los motivos estructurales con
conectores mas largos siempre y cuando se mantenga la orientacién relativa de sus hélices.
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Figura 13. Estructura del dominio HLH de la proteina TC3, representado en naranja (PDB: 1TC3).

Ademas de los contactos especificos de las cadenas laterales de los residuos de la hélice de
reconocimiento, en estas estructuras se observan otros contactos con el esqueleto del ADN
fundamentales para el reconocimiento. El conector y la primera hélice de este motivo
realizan interacciones inespecificas sirviendo de puente entre el surco mayor y el extremo
N-terminal de la hélice de reconocimiento. Cuando este motivo estructural se encuentra en
factores de transcripcion eucariotas suele recibir el nombre de homeodominio. Es interesante
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resaltar que algunos autores han establecido diferencias estructurales que van mas alla del
tipo de organismo en el que se encuentran. El homeodominio se ha definido como un
motivo estructural mas grande, constituido por 60 aminoacidos y capaz de formar por si
solo un plegamiento estable de la proteina e interaccionar con el ADN, a diferencia de lo
que ocurre con el dominio HTH (~ 20 aminoacidos).

Depos pE CiNc (ZFP: Zinc Finger Protein): constituyen la mayor familia de factores de
transcripcion. La estructura de un dedo de cinc se caracteriza por contener secuencias
regulares de residuos de Cys y/o His. La coordinacién tetrahédrica de estos residuos al Zn**
induce el plegamiento de la proteina, generando la conformacién responsable del
reconocimiento. Esta est4 constituida por dos ldminas B antiparalelas y una hélice o que se
inserta en el surco mayor de ADN. Existen distintas combinaciones de residuos Cys e His
(Cys,His,, Cys,, Cyss, Cys;His, etc) pero dentro de ellas la mas comuin es la Cys,His,. El
dominio de unién Cys,His, se caracteriza por contener entre 22 y 30 aminoacidos con una
secuencia de este tipo: X,-C-X,,~C-X;,-H-X;,;—H donde X representa residuos de
naturaleza hidroféobica [63].

Figura 14. Cambio conformacional debido a la coordinacién del Zn*".

La mayor parte de los dedos de cinc interaccionan en forma de oligomeros con el ADN y se
ha observado que esta oligomerizacién es fundamental para la interacciéon. Para explicar
esto se toma como ejemplo la proteina ZIF268, el primer dedo de cinc descubierto (1982)
[64].

La proteina ZIF268 estd constituida por tres moédulos de dedos de cinc, Cys,His,. En cada
uno de ellos los contactos criticos con las bases del esqueleto del ADN se realizan a través
de una Arg situada inmediatamente antes de la hélice o que interacciona con la tercera base
de la estructura primaria del ADN (5'——G); el tercer residuo en la hélice contacta con la
segunda base (5'-G-) y el sexto residuo de la hélice contacta con la primera base (5'G—-).
Esta disposicién refleja la cooperacién entre cada unidad. La interaccion estd muy
conservada dentro de esta familia, las posiciones bascas del reconocimiento son -1, 2, 3y 6
(siendo el primer aminoacido de la hélice el 1). La manipulacién de estos residuos clave
permite obtener variantes que reconocen secuencias de ADN alternativas [65].
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Figura 15. Izquierda: Estructura del ZFP ZIF268 (PDB: 1AAY). Derecha: Diagrama de las interacciones
especificas entre el ADN y la proteina.

PROTEINAS DE CREMALLERA: bZIP vy HErice-Lazo—-HErice (HLH: Helix Loop Helix): Estas
proteinas se han identificado exclusivamente en organismos eucariotas. Su nombre
proviene de la forma del motivo estructural que emplean para formar dimeros funcionales.
El motivo bZIP es uno de los mas sencillos y eficaces. Consiste simplemente en homo- o
heterodimeros helicoidales no covalentes cuyas unidades monoméricas estin formadas
aproximadamente por 60 aminoacidos. Dichas unidades presentan dos zonas bien
diferenciadas. La regién bdsica denominada asi por la presencia de residuos cargados
positivamente del tipo arginina. Estd constituida aproximadamente por 20 aminodacidos y
situada en el extremo N—terminal. Dicha regién interacciona con el ADN insertdndose en el
surco mayor. La otra zona se conoce con el nombre de cremallera de leucinas. Esta
compuesta por aproximadamente 30 aminoacidos y situada en el extremo C—terminal. Tal
como su nombre indica se caracteriza por poseer residuos de Leu, cada siete aminoacidos y
son estos residuos los que proporcionan el ambiente hidrofébico necesario para la
dimerizacion.

Figura 16. Izquierda: Estructura del dominio bZIP de la proteina GCN4 (PDB: 1YSA). Derecha:
Estructura del dominio HLH de la proteina SREBP1a (PDB: 1AM9).

Se ha demostrado que cada uno de los mondmeros por separado es incapaz de
interaccionar con el ADN con cierta afinidad y que, en ausencia de ADN, la regién bésica
carece de estructura secundaria definida. Por tratarse de una proteina dimérica la
interaccién con el ADN podria llevarse mediante dos rutas diferentes: dimerizando primero
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e insertindose después (ruta del dimero), o bien que los dos mondémeros se unan
secuencialmente al ADN y que la dimerizacién sea posterior (ruta del monémero). Los
datos actuales sugieren que esta segunda ruta es la mas probable [66]. El motivo HLH
puede considerase como una modificacién de las hélices o del dominio bZIP en el que la
region basica y la zona de dimerizacién estan separados a través de un giro.

ProTEINAS DE LAMINAS B: a diferencia de lo que ocurre en la mayoria de los factores de
transcripcion, estas proteinas utilizan laminas [ para llevar a cabo el reconocimiento y la
unién con el ADN. El ejemplo mds caracteristico es la proteina de unién a TATA (TBP), de
la que se habl6 anteriormente. Dicha proteina estd formada por diez laminas 3 antiparalelas
que se insertan en el surco menor ocasionando la deformacién del ADN [67].

Figura 17. Estructura de la proteina TBP (PDB: 1YTB).

Consideraciones generales de las interacciones intermoleculares entre los factores de

transcripcion y el ADN

Dada la gran variedad de motivos estructurales empleados por los factores de transcripcién
para realizar el reconocimiento de ADN es extremadamente dificil establecer unas reglas
generales que expliquen la selectividad en el proceso de reconocimiento de secuencias del
ADN. De hecho, muchos autores han sefialado que no existe un cdédigo sencillo que
relacione la estructura secundaria de una proteina y sus aminoacidos con una secuencia
especifica de ADN [68]. Incluso en el caso de los dedos de cinc, donde todos sus miembros
reconocen secuencias diferentes empleando siempre el mismo motivo estructural, ha sido
muy dificil deducir un cédigo de reconocimiento general. Sin embargo, a pesar de la
ausencia de patrones de secuencia-reconocimiento existen una serie de consideraciones
comunes que resultan de gran relevancia para entender la unién especifica.

En general, una unién especifica se define como una asociacién molecular en la cual una
determinada molécula se une fuerte y exclusivamente mediante la formacién de un
complejo estabilizado desde el punto de vista cinético y termodinamico [69]. La constante de
afinidad de este proceso suele del orden de 10°-10" M™ [70]. Por el contrario, una
interaccion inespecifica se define como una asociacién molecular aleatoria (Ka ~ 10°-10°
M™). Con respecto a los factores de transcripcion y el ADN, basicamente existen cinco tipos
de interacciones directas que afecta a su selectividad y especificidad.
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e Los puentes salinos y los enlaces de hidrégeno entre el esqueleto fosfatado del ADN y las
cadenas laterales de los residuos bdsicos de la proteina (Lys, Arg, o His): este tipo de
contactos normalmente no confiere especificidad a la interaccion pero son
fundamentales porque incrementan la estabilidad termodindmica del complejo y
ayudan a anclar el dominio de reconocimiento en la orientacién adecuada.

e Enlaces de hidrégeno entre los las bases nitrogenadas del ADN y las cadenas laterales de los
residuos polares de la proteina: estos son imprescindibles para la especificidad de la
interaccién. El andlisis de las estructuras de los complejos existentes mostraron que
Arg, Lys, Ser y Thr son los residuos que mas frecuentemente participan en este tipo de
enlaces. Curiosamente, los residuos acidos como Asp y Glu apenas intervienen,
probablemente debido a su desfavorable interaccién electrostatica con el esqueleto
fosfatado del ADN. Dentro de este grupo de interacciones son especialmente
importantes los enlaces de hidrégeno bidentados.
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Figura 18. Ejemplos de enlaces de hidrégeno caracteristicos.

e Contactos no polares entre el esqueleto del ADN y las cadenas laterales de los residuos no
polares de la proteina: a pesar de su falta de direccionalidad se ha observado que las
interacciones hidrofébicas juegan un papel importante en el reconocimiento.

e Enlaces de hidrogeno mediados por moléculas de agua: son relativamente comunes; en la
mayoria de los casos se establecen entre el esqueleto del ADN y aminodacidos polares o
cargados positivamente (Arg, Lys, Asn, Gln), o incluso negativamente (Glu, Asp).

e Enlaces de van der Waals entre las bases nitrogenadas del ADN y las cadenas laterales de los
residuos polares de la proteina: estos contactos junto con los enlaces de hidrégeno
constituyen las interacciones mas relevantes desde el punto de vista de la especificidad.

Los factores termodinamicos del proceso se pueden agrupar segiin su origen en: entalpicos
y entrépicos. Dentro de los entalpicos, los enlaces de hidrogeno, las fuerzas de van der
Waals y las interacciones electrostaticas contribuyen favorablemente a la interaccién,
mientras que la desolvatacién de los grupos polares y la desviacién de los pardmetros
geométricos ideales del complejo afectan desfavorablemente. En cuanto a los entrépicos, las
interacciones hidrofébicas y la redistribuciéon iénica en el complejo, contribuyen
favorablemente, pero la pérdida de grados de libertad, vibracionales, rotacionales y
traslacionales durante la formacién del complejo perjudican la interaccién [69].

Desde el punto de vista cinético, se postula un mecanismo general de reconocimiento del ADN
realizado por los factores de transcripcién que consta de dos etapas. Inicialmente el ADN y
la proteina se acercan gracias al efecto de las interacciones electrostaticas inespecificas
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(etapa 1). La formacién de este complejo inicial es seguida por un deslizamiento de la
proteina a lo largo del ADN hasta que se alcanza la secuencia de reconocimiento, en este
momento se establecen las interacciones especificas y se forma el complejo estable (etapa
2), en muchos casos esto conlleva un reajuste conformacional de la proteina y/o del ADN

[70].

Figura 19. Hipdtesis del mecanismo general de reconocimiento.
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Versiones en miniatura de factores de transcripcion

Disponer de versiones sintéticas de factores de transcripcion capaces de mimetizar su
comportamiento y su capacidad de reconocer ADN es muy relevante desde el punto de vista
biolégico y médico. Desafortunadamente, el hecho de que no existan reglas generales sobre
el reconocimiento entre los factores de transcripcién y el ADN hace extremadamente dificil
disefar alternativas sintéticas. De hecho, se ha observado que la eliminacion de residuos de
los factores de transcripcién naturales alejados del dominio de unién tiene consecuencias
drasticas en la capacidades de reconocimiento de ADN [63c]. Por lo tanto, para el disefio de
este tipo de sistemas es inevitable recurrir, en parte, a aproximaciones del tipo ensayo y
error.

A pesar de todas estas complicaciones, en los ltimos afios se han sintetizado algunas
versiones en miniatura de factores de transcripcién que reproducen la interaccion especifica
con el ADN.

Modlificaciones sintéticas de factores de transcripcién: GCN4

Debido a su sencillez estructural, el motivo de unién al ADN de los factores de
transcripcion de la familia bZIP ha sido el mas utilizado para la sintesis de versiones
artificiales de FT en miniatura. En concreto, la proteina homodimérica GCN4, ha sido la
mas estudiada. Al igual que todas las proteinas de la familia bZIP, los monémeros de GCN4
no reconocen el ADN con gran afinidad y s6lo se unen fuertemente a su secuencia
palindréomica diana 5’-ATGACGTCAT-3’ cuando se encuentran en forma de dimeros.
Varios grupos han demostrado que es posible sustituir el elemento de dimerizacién natural,
la cremallera de leucinas, por otros elementos artificiales sin que esto repercuta
significativamente en las propiedades de reconocimiento a bajas temperaturas. El primero
en publicar uno de estos factores de transcripcién minimizados fue el grupo de Kim en
1990, que sustituy6 la cremallera de leucinas del dominio de unién al ADN del GCN4 por
un puente disulfuro, demostrando que el dimero resultante reconocia la secuencia
consenso de ADN con la misma afinidad que la proteina natural a 4 °C [71].

S-S

Crelallera Leucinas

DNA

Figura 20. lzquierda: representacién esquemdtica de GCN4. Derecha: modelo hipotético de la
interaccion del dimero disulfuro disefiado por el grupo de Kim.

Esta estrategia se us6 también para otras proteinas bZIP heterodiméricas [72]. Después del
descubrimiento de Kim varios grupos de investigacién demostraron que las regiones
basicas de GCN4 podian ser dimerizadas empleado diferentes tipos de conectores:
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covalentes o no covalentes, como, por ejemplo, complejos metalicos de terpiridina [73], o
complejos de inclusién entre ciclodextrinas y adamantanos [74].

Diez afios mas tarde, en nuestro grupo se llevo a cabo una dimerizacién covalente basada
en azobenceno, permitiendo modular la interaccién externamente usando la luz. Se observé
que existia una diferencia de afinidad entre los dos isémeros, de manera que el hibrido con
el azobenceno en conformacién cis reconocia la secuencia consenso con mayor afinidad que
el trans [75]. Este tipo de estrategia fue utilizada posteriormente por otros investigadores
para modular la interaccion de GCN4 vy otras proteinas a través de cambios
conformacionales en la cremallera de leucinas [76].

Figura 21. Izquierda: isomerizacién del azopéptido. Derecha: modelo de la interaccion con el ADN.

Hibridos monomeéricos de la region bdsica de GCN4

Tal y como se senalé previamente, los monémeros naturales del dominio de unién del
GCN4 son incapaces de interaccionar con gran afinidad con la secuencia diana de ADN 5'—
ATGAC-3" (K, ~1-10 uM a 4 °C) [77]. Sin embargo, en estos ultimos afios se han
desarrollado estrategias que han logrado la interacciéon selectiva y especifica de regiones
bésicas monoméricas derivadas de ese dominio de unién. Asi, en 1995 el grupo Verdine
demostré que si la region basica de GCN4 se libera hacia el surco mayor del ADN de forma
intramolecular, eliminado parcialmente el coste entrépico asociado a la formacién del
complejo, entonces es posible un reconocimiento especifico [78].

AR — AR

Figura 22. Modelo del proceso de reconocimiento del oligopéptido disefiado en el grupo de Verdine.

Posteriormente otros investigadores desarrollaron una estrategia relativamente general,
donde el coste entrépico y entalpico de la formacién del complejo se reducia mediante la
preorganizacién de la hélice de reconocimiento.
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El grupo de Schepartz inserté los residuos de la region basica de GCN4 claves para el
reconocimiento del ADN en las posiciones expuestas de la miniproteina aPP obteniendo el
péptido PPrb [79]. La estructura de la proteina aPP consiste en una hélice oo unida mediante
un giro a una hélice de poliprolinas que estabiliza la estructura secundaria. De esta forma
sintetizaron péptidos de 42 aminoacidos capaces de interaccionar con la secuencia consenso
ATGAC con altas afinidades. Posteriormente se optimizaron las secuencias N-terminales
logrando afinidades a temperatura ambiente en el mismo rango que el factor de
transcripcion natural sin la necesidad de la dimerizacién.

Insercién de los
residuos de GCN4

aPP PPrb

Figura 23. Modelo de la estrategia disefiada por Schepartz.

Inspirdndose en el modo bivalente de interaccién de los factores de transcripcién de la
familia de los homeodominios y considerando los estudios previos, particularmente, el
trabajo del grupo de Verdine, en nuestro grupo se consider6é que la unién covalente de la
region basica de GCN4 a una molécula pequefia, capaz de insertarse en el surco menor de
una secuencia adyacente al lugar de unién de la regién basica, podria disminuir el coste
entropico y facilitar la interaccién. En concreto, se conjugo la region basica de GCN4 con un
polipirrol de tipo distamicina, capaz de unirse a través del surco menor del ADN a
secuencias ricas A/Ts.

AA— AR

Figura 24. Modelo de la estrategia disefiada por nuestro grupo.

Para realizar el disefo, se utilizaron como base las estructuras cristalograficas de cada uno
de los complejos por separado. La superposicién de estas estructuras sugeria que el residuo
mas adecuado por su posicién y orientacion para realizar la conjugacién, era la Arg 245
(Rys). Para facilitar la sintesis covalente del hibrido con las dos wunidades de
reconocimiento, este residuo se muté por Glu (E,).
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Figura 25. Estructuras cristalogrdficas superpuestas de las dos unidades de reconocimiento, donde puede
verse que la R,,; estd preorientada al surco menor.

En los estudios iniciales del grupo se observé que la longitud del conector era un factor
fundamental para la interacciéon. De hecho, el primer hibrido sintetizado en nuestro grupo
(hibrido A,) a través de esta estrategia bivalente no mostré una interaccién especifica. Los
estudios de dicroismo circular sugerian que mientras que la unidad de tripirrol era capaz de
insertarse en el surco menor, la regién bésica establecia interacciones inespecificas con los
fosfatos del esqueleto [80].

Region basica de GCN4:
contactarfa con el surco mayor del ADN
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Molécula tripirrélica: NHAc

contactaria con el surco menor del ADN

Hibrido Ay X= (CHQ)Z; Z= (CH2)4
Hibrido Ay X = (CH2)3; Z= (CH2)5
Hibrido A3: X= CHchN H(CH2)3; Z= (CH2)5

Figura 26. Hibridos sintetizados en el grupo siguiendo la estrategia bivalente: surco mayor/surco menor.

Una revision cuidadosa del modelo parecia indicar que la cadena del conector era
demasiado corta para permitir la inserciéon simultanea del tripirrol en el surco menor y de la
region basica en el surco mayor. Considerando esto se pensé en alargar el conector (hibrido
A,). Obteniéndose asi un hibrido que si interaccionaba del modo deseado a través de los dos
surcos con su secuencia consenso y con elevada afinidad a 4 °C. Sin embargo, los estudios
de electroforesis combinados con los de dicroismo mostraron que en realidad con el ADN
consenso, donde estan presentes simultdneamente la zona de reconocimiento del tripirrol y
de la regién basica, confluian dos tipos de interaccién: una especifica, en la que cada unidad
de reconocimiento estd insertada en su surco correspondiente y otra inespecifica en el que
el péptido haciendo contactos electrostaticos con los fosfatos [81].
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Figura 27. Izquierda: electroforesis del hidrido A, con el ADN diana (ATTTTATGA) y con el ADN mutado
en la secuencia de reconocimiento del péptido (ATTTTAcCA). Derecha: Modelos hipotéticos de los complejos
correspondientes a las bandas observadas en electroforesis.

La optimizacién del disefio se realiz6 afiadiendo una unidad extra de glicina al conector. Se
demostré entonces que el hibrido extendido resultante A; presenta un tnico modo de
interaccién con su secuencia consenso, el especifico, (K, ~3+ 0.2 nM a 4 °C) [82].
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Interaccion intermolecular entre moléculas pequefias y el ADN

Consideraciones generales

Uno de los campos mas activos de la quimica biolégica y de la quimica médica es la sintesis
de moléculas con utilidad terapéutica, incluyendo las que actilan a nivel del ADN.
Desafortunadamente, incluso con el desarrollo de nuevas tecnologias, la obtencién de un
farmaco es una tarea muy complicada, y en la mayoria de los casos los compuestos
preparados fallan en las primeras fases del proceso. El futuro en este campo demanda una
aproximacién interdisciplinar donde el desarrollo de nuevos compuestos aproveche los
altimos avances en las técnicas de la quimica bioldgica.

La reciente aprobacién del uso del agente de reconocimiento del surco menor trabectedina
(Yondelis®) para el tratamiento del sarcoma de tejidos blandos y del cancer de ovario, ha
hecho resurgir el interés por las moléculas pequefias que interaccionan con el ADN [83].

En general, estas moléculas pueden interaccionar con los 4dcidos nucleicos de cuatro formas
diferentes [84]:

INTERACCION ELECTROSTATICA EXTERNA: la superficie polianiénica del ADN interacciona con
cationes metalicos (alcalinos: grupo Iy grupo II), interaccién que confiere estabilidad a la
conformacién plegada del ADN. Del mismo modo, las moléculas organicas catiénicas
(poliaminas [85], etc) estabilizan el ADN al evitar las fuerzas repulsivas entre los fosfatos y
provocando ademas, la liberacién de los contraiones, lo que proporciona una contribucién
entropica a la energia del enlace. Estas uniones poseen cinéticas de complejacién rapidas
(Ka ~ 10°-10° M's™) pero son no especificas en términos de secuencia.

Un ejemplo reciente de compuestos que interaccionan de este modo son los oligdmeros
trinucleares de Pt (II), que interaccionan con el ADN a través de contactos electrostaticos y
enlaces de hidrogeno.

8+

+
H3N(CHy)gHoN.  NH3 H3N~Pt,NH(CH2)6H2N\Pt,NHs .
HaN™ “NH,(CH,)gNH,NH3 H3N™ NHy(CHa)sNH;

Figura 28. Estructura del complejo de Pt (1) que interacciona con el ADN a través de enlaces de
hidrégeno y fuerzas electrostdticas.

INTERCALACION: un intercalante es un compuesto aromatico con una superficie 6ptima de
39 A? que se puede situar entre los pares de bases de un acido nucleico. Una caracteristica
estructural comtn de todos los agentes intercalantes es que son sistemas aromaticos ©
deficientes, de dos o mas anillos de seis eslabones (el naftaleno constituye la superficie
minima). La intercalacién se puede producir a través de cualquiera de los dos surcos y las
fuerzas que operan en este proceso son: apilamientos w, interacciones de transferencia de
carga, enlaces de hidrégeno e interacciones electrostaticas. La intercalacion conlleva una
deformacién en la hélice del ADN y aunque éstos se unen con una cierta preferencia a
pares G/C, no se suele hablar de selectividad de secuencia en esta interaccién. Un ejemplo
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tipico de intercalante es el bromuro de etidio, que se utiliza de forma habitual en el marcaje
fluorescente de ADNs e incluso se ha aprovechado para determinar constantes de afinidad
por competicién (FID: Fluorescent Intercalator Displacement).

Actualmente la estructura clasica de los intercalantes se ha combinado con diferentes
grupos como, por ejemplo, con otra unidad intercalante, (bisintercalantes) [86] que mejoran
la afinidad de la interaccién; con sustituyentes [87] que mejoran sus propiedades de
especificidad y estabilidad termodindmica, o con complejos metilicos de rutenio o rodio
que le confieren al intercalante propiedades luminiscentes o causan rotura del ADN,
respectivamente.

H N
HoN NH H F2
2 / \ 2 /N,,
‘NH
\\Br
N H2N
Bromuro de etidio Intercalante metélico

Figura 29. Estructura del compuestos intercalantes.

INTERACCION COVALENTE (AGENTES ALQUILANTES): las moléculas que interaccionan de este
modo se conocen con el nombre de agentes alquilantes. Las posiciones del ADN mas
favorables para sufrir modificaciones son: la posicién N’ y el C>~NH, de la guanina y los
dtomos de nitrégeno N® y N’ de la adenina. Dentro de este grupo se encuentran, por
ejemplo, el agente antitumoral cis—platino, el antibidtico antramicina y el antitumoral
mitomicina A.

o
cl,_cl H
Pt
HsN  NHj3 N _J_
o
Cis- platino Antramicina Mitomicina A

Figura 30. Estructura de compuestos alquilantes.

INSERCION EN L0s Surcos DEL ADN: Se ha observado que existen algunos oligonucleétidos
pequefios (~ 10-20 pb), que son capaces de formar una triple hélice interaccionando a
través del surco mayor del ADN. Dicho tipo de interaccién se establece a través de la
formacion de enlaces de tipo Hoogsteen entre los pares de bases [88]. Esta interaccion es
especifica de secuencia, Ginicamente se observa cuando el ADN presenta una regién de
purinas amplia e ininterrumpida. Estos agentes se han usado para regular la expresiéon
genética [89].
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Figura 31. Izquierda: representacién de los enlaces de Hoogsteen directos e inversos. Derecha: estructura
cristalogrdfica de una triple hélice (PDB: TPNN).

A diferencia de lo que ocurre con los factores de transcripcién, las moléculas de tamafio
relativamente pequefio presentan una predisposicion para unirse con selectividad de
secuencia al surco menor. Los primeros productos naturales donde se observé una
interaccién selectiva de este tipo eran compuestos de tipo dicatiénico [90]. La interaccién en
el surco menor viene determinada por la formacién de enlaces de hidrégeno, enlaces de van
der Waals, interacciones electrostaticas e hidrofébicas. Otro hecho comuin, aunque no
imprescindible para la interaccién, es la complementariedad de la forma (isohelicidad) [91].

En la mayoria de los casos estas moléculas son selectivas a las regiones A/T debido a que
los surcos menores en esas regiones son mas estrechos y profundos que en regiones ricas
en pares G/C, lo que favorece la insercién al maximizar las interacciones de van der Waals.
Por el contrario, en las regiones ricas en pares G/C el grupo amino de las guaninas
sobresale en el fondo del surco menor, interfiriendo con la insercién [92]. Dentro de este
grupo se encuentran compuestos como DAPI, un agente antiparasitario cuyos efectos
secundarios han impedido su uso clinico. Su uso mas frecuente hoy en dia es en el campo
de la microscopia electrénica como marcador fluorescente de los ntucleos celulares.
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Figura 32. Izquierda: estructura de DAPI. Derecha: niicleos de células tesiidos con DAPI.

En el contexto del trabajo realizado durante esta tesis doctoral, para facilitar la comprension,
se pasard a comentar en mayor profundidad dos agentes de reconocimiento del surco
menor: los compuestos del tipo distamicina y los bis(benzamidinios).

Interaccion en el surco menor: polipirroles y bis(benzamidinios)

La distamicina A es un ejemplo clasico de un ligando especifico del surco menor que esta
constituido por unidades aromaticas unidas por enlaces peptidicos. La distamicina A se
inserta en el surco menor abarcando de 4 a 6 pb [93].

AT

G/IC

Distamicina A

Figura 33. Izquierda: modelo de la interaccidn, los puntos representan los pares electrdnicos libres de los
dtomos de N3 de las purinas y O2 de las pirimidinas. Derecha: estructura cristalogrdfica del complejo
ADN y distamicina (PDB:1K2Z).

En 1989 el grupo de Wemmer observéd que la distamicina A puede formar dimeros
antiparalelos con el ADN [94]. La tendencia a dar complejos 1:1 o 2:1 es fuertemente
dependiente de la secuencia de ADN.

Estudios llevados a cabo por dicroismo circular muestran que la tendencia a la formacién
del complejo 2:1 decrece en el siguiente orden: AAGTT, ATATA > AAACT > AATAA >
AAATA > AAAGT >AATAT > TAAAA =2 AAATT 2 AAAAA = ATAAA, AAAAT [95].
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Figura 34. Estructura del dimero antiparalelo de Wemmer (PDB: 378D).

El descubrimiento de esta interaccion dimérica, junto con los resultados de Lown y
Dickerson que demostraron que si se sustituye alguno de los grupos pirrol (Py) de la
distamicina por un imidazol (Im) se facilita la interaccién con pares GC, aunque con baja
selectividad [96], indujeron al grupo de Dervan a investigar sistemas de reconocimiento
formados por las dos unidades unidas covalentemente. También se estudi6 el efecto de la
sustitucion de los pirroles por diferentes heterociclos, demostrando que en estas poliamidas
en forma de horquilla se puede inducir la interaccién con una secuencia especifica
combinando los heterociclos de forma apropiada [97].

Py/Hp
Hp/Py reconoce P
g y/Im
ErecAonoce A } reconoce
" C-G

Im/Py N
reconoce ¢ \ /) N/Q'_« 4 \ o
;'l H =
(4]
</ o]

Figura 35. Estructura tridimensional de las interacciones que se establecen en el reconocimiento del surco
menor del ADN por parte de poliamidas en horquilla.

El estudio sistematico desarrollado por Dervan ha logrado avances espectaculares, y sus
poliamidas han despertado un gran interés en quimica biolégica y biomedicina. Sin
embargo, este tipo de agentes de reconocimiento presentan limitaciones relacionadas con
las dificultades sintéticas de modificar estas estructuras y la cierta falta de especificidad de
algunos derivados. Por otro lado, estas moléculas presentan problemas de transporte y
penetracién a través de las membranas celulares, sobre todo, de internalizacion en el niicleo
celular, alcanzindolo sélo en determinadas ocasiones y con cinéticas muy lentas.
Finalmente, otro problema importante deriva del hecho de que interaccionan con el ADN
Gnicamente a través del surco menor, con la limitacién que esto supone en términos de
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poder interferir con la accién de los FT que tienen lugar preferentemente a través del surco
mayor [98].

Los compuestos de tipo bis(benzamidinio), tales como la pentamidina o propamidina, son
otro tipo agentes que también reconocen secuencias ricas de A/T del surco menor del ADN.
En la figura 36 puede verse la estructura cristalografica de la propamidina [99].

oL~ ~_0
HoN \©\/NH2
D +

HZN Pentamidina NH;

O ~0O
HZN\K©/ \©\/NH2
4 +

HoN NH,

Propamidina

Figura 36. Izquierda: Estructura de compuestos bis(benzamidinios). Derecha: Estructura de complejo
propamidina y ADN d(CGCAAATTTGCG), (PDB: 102D).

Estas moléculas son especialmente atractivas desde el punto de vista farmacolégico puesto
que son estables y presentan buenas propiedades de transporte en numerosas lineas
celulares [100]. Asi por ejemplo, la pentamidina estd siendo utilizada desde hace afios
contra la tripanosomiasis, la leishmaniasis, neumonia de P. Carinii que se encuentran
frecuentemente en pacientes de SIDA, y también ha sido usada con éxito en el tratamiento
de tumores que son resistentes a la quimioterapia con cis—platino [101]. De entre los
derivados de bis(benzamidinios) son especialmente importantes aquéllos con conectores de
tipo aromatico; la DB289, una prodrogra de la furamidina, se encuentra en fase clinica III
contra la enfermedad del suefio y es muy activa contra otros parasitos [102].

7\ I\
HZT\ O (0) O NH, H3CON O O O NOCH,
(+
HoN NH, HoN NH,
Furamidina DB289

Figura 37. Estructura de compuestos bis(benzamidinios) con conectores aromdticos.

Estas buenas propiedades farmacolégicas junto con su simplicidad estructural han animado
la busqueda de nuevos andlogos con propiedades de reconocimiento mejoradas y
toxicidades reducidas [103]. En estos momentos las mayores limitaciones para el desarrollo
de este tipo de bis(benzamidinios) tienen que ver con la escasa versatilidad y practicidad de
las rutas sintéticas existentes y con el hecho de que no exista un método simple, rapido y
fiable que permita evaluar y cuantificar su afinidad y selectividad por secuencias especificas
del ADN: el método habitual para estudiar la afinidad de este tipo de moléculas se basa en
la desnaturalizacion térmica de sus complejos con el ADN. Sin embargo, este método sélo
da informacién indirecta y bastante cualitativa de las caracteristicas de reconocimiento de
estos compuestos, y ademas es dificil de implementar en estrategias de ensayo masivo para
busquedas sistematicas [104].
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Sensores fluorescentes de ADN de doble cadena

El descubrimiento del origen genético de multiples enfermedades, asi como la influencia
del genotipo en la respuesta a medicamentos hace que la deteccién de secuencias
especificas de ADN tenga un enorme potencial diagndstico y clinico.

Se cree que aproximadamente en el genoma humano cada 1000 pares de bases se produce
un polimorfismo de un tnico nucledtido (SNP: Single Nucleotide Polymorphism), que
contribuyen a las diferencias en el fenotipo e influencian las caracteristicas propias que
diferencian cada individuo. Los SNPs puede permitir conocer qué genes contribuyen al
desarrollo de enfermedades o pueden utilizarse para evaluar el riesgo de sufrir una
determinada patologia, por ejemplo el SNPs TeG es uno de los mas comunes y se ha
asociado recientemente al cancer de colon. En la actualidad ya existen empresas dedicadas
al anilisis genético individualizado, como por ejemplo la empresa 23andMe" que, a través
del estudio de SNPs, proporciona un perfil genético detallado que cubre mas de 100
enfermedades con componentes genéticos. La detecciéon de SNPs incluso podria servir
como herramienta de diagnoéstico permitiendo predecir la respuesta individual a un
tratamiento médico concreto, lo que se ha dado en llamar “medicina personalizada” [105].

Fluorescencia

Las técnicas de fluorescencia han revolucionado la investigacién biomédica permitiendo el
andlisis de la funcién y organizacién celular con una precisién y claridad sin precedentes.
En la actualidad existen sensores fluorescentes para detectar iones metalicos, cloruro,
fosfatos, citrato, glucosa, etc. [106]. El enorme éxito de las técnicas fluorescentes es
consecuencia de su extraordinaria sensibilidad y selectividad, ademas de rapidez,
flexibilidad y simplicidad experimental. Hay que sehalar ademas, que el estudio de los
sistemas biolégicos estd cada vez mas ligado a la probabilidad de visualizar y cuantificar los
procesos con suficiente resolucién espacial y temporal en su contexto celular. Las técnicas
fluorescentes se han mostrado especialmente adecuadas para esta tarea.

Se denomina fluorescencia al proceso de emisiéon de un fotén por parte de moléculas en
estados electronicos excitados formados como consecuencia de la absorcién de radiaciéon
(normalmente UV). Salvo en contadas ocasiones, la emisiéon de fluorescencia se produce
entre los niveles S; — S,. En principio, las moléculas fluorescentes (fluordforos) pueden
completar el ciclo de absorcién/excitacién/emisién indefinidamente, dando lugar en cada
ciclo a la emisién de fotones; esta capacidad de amplificar la sefial es la base de la extremada
sensibilidad que caracteriza a la técnica de fluorescencia [107].

El diagrama de Jablonski es la representacion de las transiciones energéticas implicadas en
los diversos procesos derivados de la absorciéon de un fotén y la formacién de una especie
en su estado electrénico excitado. Como se observa en el diagrama, la vuelta al estado
fundamental con emision de luz es sdélo uno de los procesos que pueden sufrir las
moléculas en estados excitados y son posibles muchas otras rutas: conversiéon interna,
desactivacion térmica o cruce de sistemas seguido de emisién de fosforescencia, ademas de
interacciones con otras moléculas de su entorno dando lugar a procesos de transferencia

i https://www.23andme.com
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electrénica, formacién de excimeros™ o exciplejos,” etc. Las propiedades fotofisicas de los
fluoréforos van a verse afectadas por estos procesos, y de esta forma es posible estudiar sus
interacciones con el medio que les rodea, lo cual constituye la base para el desarrollo de
sensores fluorescentes.
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Figura 38. Diagrama de Jablonski.

Meétodos indirectos de deteccion de ADN de doble cadena

En la actualidad la mayoria de las técnicas descritas de deteccion de ADN de doble cadena
(dsADN) son indirectas y explotan la habilidad del ADN de cadena sencilla (sSADN) de
unirse especificamente a otra cadena de: ssADN, ssRNA o acido nucleico peptidico (PNA:
Peptide Nucleic Acid) [108]. La aproximacién mas sencilla seria: hibridar la hebra que
queremos detectar con otra previamente marcada.

dsADN ssADN \\\ )
Fluoréforo

Desnaturalizacién

Hibridacién

Figura 39. Esquema general del método indirecto de deteccion de dsADN.

Uno de los métodos mas conocidos conlleva el uso de molecular beacons, en donde, el
fluoréforo y una molécula desactivante de la fluorescencia (quencher) se conjugan a los
extremos de una cadena de ADN en forma de horquilla; la uniéon de este ADN modificado a

"' El término excimero viene de la abreviacion de excited dimer, es un dimero o heterodimero formado por dos especies en

las que al menos una de ellas se encuentra en un estado excitado.

¥ Un exciplejo es cualquier complejo que existe en el estado excitado pero que se disocia en el estado fundamental.
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su secuencia complementaria provoca un cambio conformacional que aleja el fluoréforo del
desactivante de fluorescencia, produciendo un aumento en la emisiéon de fluorescencia
[109]. Otra estrategia similar son los llamados sensores Light—up.

ssADN

Figura 40. Izquierda: estrategia molecular beacons. Derecha: estrategia Light—up.

Este método Light-up consistente en conjugados de PNA, con un fluoréforo de tipo
cianina, naranja de tiazol (TO: Thiazole Orange). El PNA dirige el conjugado a un sitio de
hibridacién especifico, donde la emisién del fluoréforo, relativamente débil en medio
acuoso, se ve amplificada por su intercalacién entre pares de bases consecutivos [110]. En
ambos casos el aumento de la sefial fluorescente depende de la formacion de los complejos
complementarios con cadenas de ADN de cadena sencilla, lo cual requiere condiciones
fuertes para la desnaturalizacién del ADN de doble cadena original. Con el fin de conseguir
mayores sensibilidades en algunos casos se recurre a métodos de amplificacién que han
permitido llegar a limites de deteccién del orden de zeptomolar (1 a 500 moléculas de ADN
por mL de muestra) [111].

Meétodos directos de deteccién de ADN de doble cadena

Los métodos de deteccion directos de dsADN, a pesar de estar en sus primeras etapas de
desarrollo, son especialmente prometedores y atractivos puesto que, a diferencia de los
métodos basados en el reconocimiento de ssADN, no requieren las etapas de
desnaturalizacién del dSADN natural.

dsADN

N

&

e
Hibridacién

Figura 41. Esquema general del método directo de deteccion de dsADN.
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Los sistemas poliheterociclicos derivados de la distamicina presentan una emisién de
fluorescencia intrinseca muy débil, por lo que su aplicacién como sensores requiere la
conjugacion con grupos fluorogénicos.

En 2003 el grupo de Peter Dervan prepar6 un conjugado entre una poliamida en horquilla y
un fluoréforo de tetrametil rodamina (TMR) [112]. El conector favorece que, en ausencia de
ADN, se establezcan interacciones hidrofébicas entre la TMR y la horquilla de poliamidas,
dando lugar a un proceso eficiente de desactivacion no radiactiva [113]. La unién especifica
de la horquilla a la secuencia objetivo en el surco menor del ADN provoca cambios
conformacionales en el sensor dificultando esas interacciones y provocando la modulacién
de la emision de fluorescencia. Se observa un aumento de unas diez veces en la intensidad
de emision de la TMR.

\ Poliamida
en horquilla

Figura 42. Estructura del primer sensor fluorescente basado en poliamidas en forma de horquillas.

Recientemente el mismo grupo de Dervan ha desarrollado un nuevo tipo de poliamidas en
horquilla modificadas que integran los elementos fluorescentes en su propia estructura de
reconocimiento [114]. Para el disefio de estas horquillas los autores recurrieron a varias
combinaciones con bencimidazol, hidroxi-imidazol e imidazopiridina, debido a su
similitud estructural con las combinaciones de heterociclos presentes en las poliamidas en
horquilla estiandar, al tiempo que contienen sistemas aromaticos mas extendidos que
aportan propiedades de emisiéon fluorescente. Las horquillas asi sintetizadas muestran un
aumento significativo de la fluorescencia en presencia de diferentes secuencias de dSADN
(figura 43). Desafortunadamente, la modificacién estructural en este tipo de horquillas con
respecto a las estructuras estandar es muy grande y la cinética de la unién al dSADN se ve
severamente comprometida, hasta el punto de que experimentalmente se vieron obligados a
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alargar los tiempos de incubacién con los ADN hasta 12 horas. De la misma forma, la
modificacion estructural perjudica la capacidad y selectividad del reconocimiento.
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Figura 43. Izquierda: estructura de una poliamida en horquilla con fluorescencia intrinseca. Derecha:
espectros de emisién de la horquilla con cantidades crecientes de dsADN.

Tal y como se indicé anteriormente, el surco mayor del dsADN es mds rico en grupos
funcionales y permite una mejor discriminacién entre secuencias que el surco menor. Sin
embargo, a pesar de esa ventaja, hasta ahora no se han desarrollado muchos sensores
fluorescentes que actlien reconociendo ese surco debido a la dificultad para la obtencién de
moléculas de tamafio relativamente pequefio con ese modo de unién. El método mas
habitual seguido para obtener sensores que actiien a través del surco mayor se basa en el
uso de dedos de cinc.

Uno de los ejemplos consiste en la aplicacion del ensamblaje de fragmentos proteicos
dependiente del reconocimiento del dsADN. En esta aproximacién se utilizan dos péptidos,
cada uno de los cuales contiene un oligbmero de dedos de cinc para dirigir el
reconocimiento, y un fragmento de una proteina GFP. Cuando los dos péptidos se unen a
secuencias de dsADN consecutivas (determinadas por los dedos de cinc), los fragmentos
complementarios de la GFP interaccionan, formando una estructura nativa fluorescente.
Esta técnica es altamente selectiva, puesto que la GFP fluorescente s6lo se ensambla como
consecuencia del reconocimiento selectivo del dsADN [115].
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Figura 44. Izquierda: esquema de la estrategia de ensamblaje de los fragmentos GFP como consecuencia del
reconocimiento de secuencias vecinas de dsADN. Derecha: espectro de fluorescencia de la mezcla en
ausencia (azul) y presencia (verde) del dsADN diana.
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Objetivos

Recapitulando brevemente lo que se ha indicado en la introduccion, la comprensién de las
bases moleculares del proceso de unién especifica de los factores de transcripciéon al ADN
es uno de los grandes objetivos de la investigacion en el area de la quimica biolégica, puesto
que abriria las puertas a la modificacién programada de los patrones de expresiéon de
proteinas. En este contexto es especialmente interesante el estudio de versiones artificiales
simplificadas de factores de transcripcion, que de alguna forma sean capaces de mimetizar
sus caracteristicas de interacciéon con ADN.

Por ello en esta tesis se plante6 como objetivo general disefiar y sintetizar moléculas
capaces de inducir nuevos procesos de reconocimiento biomolecular codificado por el ADN
de doble cadena. En concreto se fijaron los siguientes objetivos:

Evaluacién de la influencia del conector entre el tripirrol y la region bdsica de GCN4 en la
interaccion, de estos hibridos, con el ADN. La informacion resultante puede ser de
importancia para el disefio de nuevos agentes y para entender mejor las bases del
reconocimiento molecular.

Evaluacién y optimizacion de la internalizacién de los agentes de reconocimiento de ADN
sintetizados. El andlisis de las propiedades de transporte es fundamental, ya que uno de
los principales obstaculos de la aplicacién practica de los agentes que interaccionan con
ADN reside en la dificultad intrinseca de cruzar las membranas celulares y alcanzar el
nucleo en un tiempo relativamente pequeiio.

Desarrollo de la estrategia de reconocimiento bivalente surco mayor/surco menor en otras
familias de factores de transcripcién. Demostrar la aplicacién general de dicha estrategia
extrapolandola a otra familia de factores de transcripcién, en concreto, a la familia de los
dedos de cinc.

Desarrollar alternativas fluorogénicas para la interaccion en el surco menor y estudiar su
posible utilizacion como sensores fluorescentes de secuencias especificas de ADN. Las
dificultades para la sintesis de los compuestos andlogos a la distamicina sugiere la
busqueda de agentes de reconocimiento del surco menor que sean sintéticamente mas
sencillos y con propiedades opticas que faciliten su caracterizacion y utilidad.
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Reconocimiento de ADN mediante conjugados entre regiones bdsicas bZIP y tripirroles

Reconocimiento de ADN mediante conjugados entre regiones basicas
bZIP y tripirroles: influencia de la estructura del conector en la interaccion

Objetivo y diseio

Los estudios precedentes desarrollados en nuestro grupo con los hibridos Ay, A,, A3, habian
puesto de manifiesto la importancia de la longitud del conector entre las dos unidades de
reconocimiento, la region basica de GCN4 y la molécula de tipo distamicina, para conseguir
una interaccién de alta afinidad con el ADN. En concreto, la longitud del hibrido A;, parece
la mas apropiada para la interaccién simultinea surco mayor/surco menor, al observarse
una afinidad por la secuencia consenso de ADN comparable a la de los factores de
transcripcion naturales [82].

El siguiente paso consistié en abordar la influencia de la naturaleza quimica del conector en
el reconocimiento. En concreto se queria evaluar el papel de la amina secundaria presente
en la cadena en dicha interaccién, puesto que al encontrarse protonada a pH fisiolégico
podria formar enlaces de hidrégeno y/o interacciones electrostaticas con los grupos fosfato
del esqueleto del ADN favoreciendo el reconocimiento. Para comprobar dicha posibilidad,
se planteo la sintesis y evaluacion de un hibrido andlogo a A; donde el —-NH- es sustituido
por un —-O-. Este cambio imposibilitaria la formacién de enlaces de hidrégeno y/o
contactos electrostaticos y serviria para confirmar el papel de los mismos en la interaccién.

I\ I\§ DPAALKRARNTEAARRSRAE,,:KLQ

-CONH,

(¢}
NH
o
HN
I
N
0
N NNN 2)5
(0] = H | /)
NH HN\<O
Hibrido A3

JIN\E DPAALKRARNTEAARRSRA E5 ;KL Q gelel\ [

HN
(

»)

3
o
5

\
o N
ny 37 %
NH HN\<O

Hibrido A,

Figura 45. Figura comparativa entre el hibrido A; y el que se pretende sintetizar y evaluar, hibrido A,.
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Sintesis

La sintesis del hibrido A, se realizé siguiendo la estrategia general empleada en nuestro
grupo para estos sistemas. Esto es, un acoplamiento en fase sélida entre el tripirrol
equipado con una cadena lateral adecuada y el péptido unido a la resina, desprotegido
ortogonalmente en un tinico residuo, el Glu de la posiciéon 245 (E,;).
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Esquema 1. Retrosintesis del hibrido A,

El tripirrol seleccionado incluye la sustitucién de los grupos 3—amidiniopropil del extremo
C—-terminal y del formilo del extremo N-terminal presentes en la distamicina natural, por
los grupos: N, N-dimetilaminopropil, y acetamida respectivamente. Estas modificaciones
confieren una mayor estabilidad al compuesto sin perjudicar sus propiedades de unién
[116]. La sintesis de estos compuestos, realizada previamente en nuestro grupo, se basaba
en la unién a través de enlaces de amida de la unidad basica N-metil-4-nitropirrol-2—
carboxilico y del monopirrol andlogo correspondientemente alquilado.
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Esquema 2. Ultimas etapas de la sintesis de la unidad de reconocimiento del surco menor de nuestro grupo,
donde X representa cualquier cadena alquilica.
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Tomando como base los precedentes sintéticos de estos sistemas en nuestro laboratorio, se
decidi6 desarrollar una nueva estrategia para acceder al derivado tripirrélico 1 sintetizando
la unidad tripirrélica comtn 2.

El tripirrol 2 se obtuvo a partir del 4cido 3 que se hizo reaccionar con cloruro de tionilo para
obtener el cloruro de 4cido correspondiente. El uso de dicho cloruro de adcido como agente
acilante difiere del planteamiento original de Bruice y sus colaboradores [116], donde el
acido se activa con cianofosfonato de dietilo (DECP) para sintetizar la amida
correspondiente.” A continuacién, el cloruro de &4cido se trat6 con la N, N'-
dimetilpropano—1, 3—diamina para dar el pirrol 4. El grupo nitro de éste se redujo mediante
hidrogenacién catalitica y la amina resultante se condensé directamente con el acido 3,
previamente activado con DECP. De este modo se obtuvo el dipirrol 5, sobre el que se
llevaron a cabo una serie de reacciones analogas a las anteriores para obtener el compuesto
tripirrélico 7. Finalmente, se redujo y acetil6é el grupo nitro de este compuesto para dar
lugar al intermedio clave de la sintesis 2. Este se purificé y se caracteriz6 mediante RMN y
espectroscopia de masas.
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Esquema 3. Sintesis de la unidad bdsica de reconocimiento del surco menor 2.

¥ La introduccién de este agente activante en la sintesis de andlogos sintéticos de la distamicina tuvo en su momento una
gran relevancia, ya que condujo a un notable aumento en el rendimiento en las etapas de acoplamiento entre

monopirroles, pero averiguamos que no es necesario su Uso en esta primera etapa para obtener un buen rendimiento.
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Espectroscopicamente la introduccién de una nueva unidad pirrélica en el fragmento
dipirrélico 5 y posterior acetilacién conduce a un desplazamiento caracteristico del maximo
de absorcién de 20 nm hacia al rojo.
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Figura 46. Espectros de absorcién de los compuestos: dipirrol 5 (linea discontinua) vy tripirrol 2 (linea
continua).

Este nuevo procedimiento, mas corto y versatil que el desarrollado anteriormente en el
grupo, supone la sintesis del intermedio comtin 2 que puede ser finalmente modificado de
forma divergente con diferentes cadenas alquilicas, de manera que se pueden obtener
facilmente un mayor ntimero de derivados sin tener que efectuar cada sintesis desde el
inicio.

En el esquema inferior se muestra la retrosintesis del compuesto alquilado 1, al que se

llegaria después de una reacciéon de alquilacion seguida de una acilacién con una glicina
convenientemente protegida y activada:
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Esquema 4. Retrosintesis de la alquilacién de la unidad de reconocimiento del surco menor.

La incorporacién de la cadena se llevé a cabo mediante una reaccién de tipo Sy2 entre el
derivado tripirrélico 2 y el yoduro 8. El agente alquilante se prepar6 en tres pasos a partir de
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sustrato comercial 1, 5—pentanodiol. Inicialmente, éste se desprotoné en presencia de
hidruro sédico y el alcéxido resultante se adicioné al acrilometilo, dando lugar al nitrilo 10.
El rendimiento de la adicion fue moderado, probablemente debido a problemas de
diadicién. El siguiente paso consistié en la reduccion del nitrilo a amina y su proteccién in
situ en un Gnico paso, para lo cual se trat6 el compuesto 10 en las condiciones clasicas de
hidrogenacién catalitica sobre Pd/C en presencia de dicarbonato de di-tert—butilo.
Posteriormente se realizé la halogenacién del alcohol 11 utilizando el reactivo de yodacién
de Garegg [117].

HO™ >">"0H ; N/\L’ o HO o
"2 "CN
9 48% 10
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Boc,0, EtsN, THF

90%

I, PhsP, imidazol, CH,CI
70" " NHBoc - 2, FN3 2Ll HO™ N0 ™" NHBoc
8 82% 11

Esquema 5. Sintesis del agente alquilante 8.

Posteriormente, el compuesto tripirrélico 2 se hizo reaccionar con el agente alquilante 8 en
acetona a reflujo y empleando carbonato potasico como base. El producto resultante 12 se
purificé por cromatografia en columna y se caracterizé mediante RMN y espectroscopia de
masas. A continuacién, se eliminé del grupo protector Boc, y la amina resultante se
condensé con la glicina activada Boc-Gly—-OSuc. Finalmente, la desproteccién de las
aminas dio lugar al aminotripirrol deseado 1 para acoplar al péptido.
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Esquema 6. Alquilacién del tripirrol 2.
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En la siguiente figura se muestra el cromatograma de HPLC del compuesto tripirrdlico
alquilado 1 y su correspondiente espectro de absorcién. Una propiedad general de este tipo

de compuestos y sus conjugados, es la presencia de dos bandas de absorcién a 240 y 304
nm.
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Figura 47. Izquierda: cromatograma de HPLC del tripirrol alquilado 1, gradiente 1, A = 222 nm." Derecha:
espectro de absorcion.

La sintesis del péptido se llevé a cabo siguiendo la metodologia estindar Fmoc de sintesis
de péptidos en fase solida [118], utilizando una resina de tipo PAL-PEG-PS, que en medio
acido fuerte (TFA) libera el péptido en forma de amida. En el siguiente esquema se muestra
el procedimiento seguido para preparar el péptido RB.

1. 20% piperidina/DMF

2. Fmoc-aa :
HBTU/HOBt 23 ciclos
DIEA/DMF 0.2 M
20% piperidina/DMF
FmocHNO ° PP >
3. Ac,0, DIEA/DMF 0.2 M P P P
(0]
SN
1. Pd(Ph3P)4, morfolina
H,O/CH,Cl, 2%

2. TFA, capturadores de
carbocationes
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(0]

RB OH

Esquema 7. Sintesis en fase sélida de la region bdsica de la proteina GCN4 (RB).

" En los cromatogramas de esta tesis se han utilizado tres gradientes diferentes (ver parte experimental).
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El anlisis de la estructura cristalogréfica de la proteina GCN4 sugeria que la Arg 245 era la
posicién mas conveniente para realizar la unién bivalente puesto que su cadena lateral se
encuentra preorientada hacia el surco menor. Con el fin de disponer de un grupo funcional
para la conjugacién con el tripirrol, se introdujo en esa posicién un aminoéacido de Glu
(E4s), protegido en su cadena lateral con un grupo Alilo. La regién basica de GCN4 se
sintetizé a través de 23 ciclos de desproteccién/acoplamiento y se acetilé en extremo N-
terminal. A continuacién, el residuo E,; se desprotegié selectivamente con Pd(Ph;P), en
CH,Cl,/H,0 (98:2) usando morfolina como base [119]. La desprotecciéon y rotura del péptido
contenido en una pequefia porciéon de resina, nos permitié confirmar mediante EM/HPLC—
FR la identidad del péptido RB.
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Figura 48. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de desproteccion de RB, gradiente 2, A = 222 nm.

Derecha: espectro de masas; calcd. para CpoH 93N 305, 2649.9. Encontrada: 1325.9 [M+2H]*; 884.2
[M+3H]*; 663.4 [M+4H]*.

El acoplamiento ortogonal entre la amina del tripirrol 1 y el residuo E,,;, para dar el hibrido
A,, se realiz6 en fase sélida siguiendo procedimientos previamente descritos y desarrollados
en nuestro grupo [81], [82] y utilizando HATU como activante [120].
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Esquema 8. Sintesis en fase sélida del hibrido A,.
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El analisis del crudo de desprotecciéon a través de EM/HPLC-FR mostro la aparicion de un
pico mayoritario cuyo espectro de absorcién presenta las bandas caracteristicas del tripirrol
a 240 y 304 nm, asi como un aumento de la intensidad de la banda en torno a 220 nm,
correspondiente a la absorcién de los enlaces amida del péptido. La identidad del producto
aislado se corroboré mediante espectroscopia de masas.
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Figura 49. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la reaccién para obtener el hibrido A,, gradiente
2, A= 222 nm. Derecha: espectro de absorcién del hibrido A,.
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Estudio de la interaccién con el ADN

Tal como se ha comentado en la introduccion, la region basica de las proteinas bZIP no
presenta estructura secundaria definida cuando no interacciona con el ADN, de tal forma
que la cadena polipeptidica esta plegada en la conformacion de hélice a sélo en presencia
del ADN que contenga la secuencia correcta de reconocimiento [121]. Este cambio
conformacional permite utilizar la técnica del dicroismo circular (DC) para estudiar el
proceso de interaccién con el ADN.

El DC mide la diferencia de absorcién entre la luz polarizada circularmente a la izquierda y
a la derecha que se observa cuando el compuesto es quiral, o esta situado en un ambiente
asimétrico [122]. Las proteinas presentan estructuras secundarias quirales como
consecuencia de estar formados por aminoacidos naturales que también son quirales
(excepto Gly). Las proteinas tienen, por lo tanto, sefiales caracteristicas de dicroismo
circular.

El ADN presenta un espectro de dicroismo circular caracteristico, que surge como
consecuencia de la absorciéon de las bases nitrogenadas que, aunque son aquirales, se
encuentran en un entorno quiral dentro de la hélice del ADN como consecuencia de la
asimetria de la desoxirribosa [123]. Ademas también existen senales diferentes para cada
conformaciéon del ADN. La conformacion B del ADN se caracteriza por una banda positiva a
275 nm, una banda negativa a 240 nm con el cero en torno a 258 nm y otras dos bandas
positivas en torno a 220 y 195 nm. Los espectros de los péptidos en presencia ADN se
representan una vez substraida la contribuciéon del ADN.
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Figura s50. Espectro de DC tipico de la conformacién B del ADN.

La interpretacion de los espectros de DC de péptidos y proteinas se basa en reglas empiricas
con algunas suposiciones como, por ejemplo, que cada elemento de estructura secundaria
puede ser descrito a través de un Unico espectro, que la contribucién de la estructura
terciaria es despreciable, o que el espectro de dicroismo circular de un péptido o una
proteina puede ser considerado como la suma de las contribuciones de los espectros
correspondientes a los distintos motivos de estructura secundaria. Asi, los distintos motivos
de estructura secundaria tienen espectros caracteristicos. La hélice a, por ejemplo, presenta
una banda negativa intensa a 222 nm y otra a 208 nm. Ademads, esta técnica también
permite cuantificar la proporcion de hélice a en un péptido segtin la intensidad de la banda
negativa a 222 nm [124], lo cual resulta util para evaluar la interacciéon del hibrido y el ADN.
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Los espectros se representan normalmente normalizados en Oy (elipticidad molar por
residuo) para compararse.

Los espectros caracteristicos de un proteina bZIP en ausencia del ADN y en presencia del
ADN se muestran en la figura 51. Es importante resaltar el aumento que se produce en la
intensidad de la sefal negativa a 222 nm en presencia del ADN diana. Dicho aumento se
correlaciona con un aumento de helicidad (proporciéon de residuos en conformacién de
hélice a).

0 P DA 04
1
_ 1 —
S ! S
£ / £
3 -10- e -10.]
£ H g
e LN AT d
N T .15_\‘ ’: N T 215
g v = 208
> 201 x <20
= =
= 25 = 25
2 ) 222
-30 T T T T T T T , -30 T T T T T T T )
200 220 240 260 280 300 320 340 360 200 220 240 260 280 300 320 340 360
Longitud de onda (nm) —3 Longitud de onda (nm) —3»

dsADN
dlana

Figura 51. Izquierda: espectro de DC tipico de una proteina bZIP en ausencia de ADN. Derecha: espectro de
DC tipico de una proteina bZIP en presencia del ADN diana, una vez substraida la contribucién del ADN.

Tanto la distamicina como sus andlogos a pesar de ser aquirales, también presentan un
espectro de dicroismo circular caracteristico cuando se insertan al surco menor del ADN, ya
que se tuercen para acomodarse a la geometria del surco, generando una sefial de DC
inducida caracteristica a 330 nm [125].

Basiandonos en las propiedades de DC de los péptidos, ADN y los anilogos de la
distamicina, se puede utilizar esta técnica para estudiar las propiedades de reconocimiento
especifico de nuestros hibridos, puesto que la unién bivalente al ADN deberia inducir un
aumento de helicidad en el péptido, que se veria reflejado en un aumento en la intensidad
negativa en torno a 222 nm, al tiempo que la unién del tripirrol en el surco menor debiera
dar lugar a la aparicion de una banda inducida centrada a 330 nm.

Para realizar los estudios de dicroismo circular se utilizaron oligonucleétidos de doble
cadena (dsADN) con secuencias cortas, pero suficientemente largas para asegurar la
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conformacién B del ADN. Los dsADN se prepararon mediante la hibridacién de cantidades
equimoleculares de cada una de las hebras (véase parte experimental). En la tabla 2 se
muestra la secuencia de una de las hebras de los dsADN utilizados: en negrita se indica la
secuencia de interaccién del tripirrol y en cursiva subrayada la secuencia de reconocimiento
de la region basica de GCN4; las mutaciones en esta zona de reconocimiento se representan
en minusculas (este formato se mantendra a lo largo de toda la tesis).

dsADN" Secuencia (5’ a 3’)
AT/CRE"S GAGGATTTTATGACGTTCGT
AT/CRE"sm GAGGATTTTAcGACGTTCGT
CRE™ AGGACCTTCGATGACGTTCG

Tabla 2. Secuencias de los ADN usados en los estudios de DC.

Se registraron los espectros de DC a 4 y 20 °C del hibrido A, por separado y en presencia de
los distintos ADNs en disoluciones de tampoén fosfato 10 mM, 100 mM de NaCl, pH 7.5y
concentraciones 5 UM en péptido y en cada uno de los ADNSs.
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Figura 52. Izquierda: espectro de DC del hibrido A, solo y con los distintos ADNs a 4 °C. Derecha: Espectro
de DC del hibrido A, solo y con los distintos ADNs a 20 °C. En ambos casos: O hibrido en ausencia de ADN;
® hibrido en presencia de AT/CRE™; < hibrido en presencia de AT/CRE™m; ® hibrido en presencia de
CRE™,

Como se observa en la figura 52, el comportamiento del hibrido A, con los distintos ADNs a
diferentes temperaturas es analogo. La diferencia principal ocurre al incubar el hibrido A,
con el ADN AT/CRE™, que contiene consecutivamente las secuencias de unién del tripirrol y
de la regién bésica del péptido. En ambos casos, comparando estos espectros (@) con los
correspondientes del hibrido en ausencia de ADN (O), se observa la aparicién de una nueva
banda a 330 nm como consecuencia de la insercién del compuesto tripirrélico en el surco
menor del ADN. La incubacién también induce un aumento significativo, en valor absoluto,
" La nomenclatura de los dsADN se refiere a: AT: es la secuencia de reconocimiento del compuesto tripirrélico; CRE" es
la secuencia de reconocimiento de la regién bdsica de un Unico mondémero y CRE™m es la misma secuencia con una

mutacién. Sélo se representa la secuencia de una hebra.
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de la elipticidad molar a 222 nm. Estos datos indican que la incubacién del hibrido A, con
dicho ADN induce un aumento notable en la helicidad, consecuencia de un cambio en la
estructura secundaria del péptido y un aumento en proporcion de hélice o.. Tal como se
esperaba, los espectros a mayor temperatura mostraron un menor valor de elipticidad molar
y consecuente un menor porcentaje de proporcién hélice o (Opc = 26,940 ° cm™ dmol”
frente @50 = 21,400 ° cm™ dmol™).

El espectro de dicroismo circular del hibrido A, en presencia del ADN AT/CRE"m (<) da
lugar Gnicamente a la sefial positiva a 330 nm, y no se observa ninglin aumento de
intensidad en la sefal negativa a 222 nm respecto al hibrido en ausencia de ADN (O). Estos
datos concuerdan con la ausencia, en este ADN, de la secuencia consenso de unién del
péptido, confirmando la selectividad en el reconocimiento. De forma analoga, al incubar el
hibrido A, con el ADN CRE" (#), sélo se observa la banda positiva a 330 nm, aunque con
una intensidad menor que cuando el ADN contiene también la secuencia de
reconocimiento para el tripirrol. La presencia de cierta sehal, atin en ausencia de la
secuencia diana 6ptima es consecuencia de las condiciones de alta concentracién a las que
se realizan los ensayos de DC que favorecen la formaciéon de complejos atin cuando sean
poco estables.

Es importante destacar que, cuando no se substrae el espectro de dicroismo circular del
ADN, el espectro del complejo hibrido A, en presencia del oligonucleétido AT/CRE"
presenta las bandas tipicas de la conformacién B del ADN, lo que sugiere que la interaccién
del hibrido no provoca cambios significativos en su conformacién.

10

275

=
g
=
g
o
e 04
- 220
<
-
>
_= 245
2

-10 : ; . . : : ; .
200 220 240 260 280 300 320 340 360

Longitud de onda (nm) ——»

Figura 53. DC del hibrido A, en presencia de AT/CRE" (@) sin substraer la contribucién del ADN.

Los resultados de dicroismo circular obtenidos son consistentes con un modelo en que el
hibrido A, interacciona especificamente con su secuencia diana AT/CRE™ a través de una
insercién simultidnea en los surcos mayor y menor. Sin embargo, en el caso de los
oligonucleétidos de doble cadena utilizados como control (AT/CRE"™m, CRE"™) 1a helicidad de
la regién peptidica en el complejo es relativamente baja, lo que sugiere que dicha regiéon no
estd insertada en el surco y probablemente realice inicamente contactos electrostaticos
inespecificos con los fosfatos del ADN. La presencia de la banda de DC inducida a 330 nm
sugiere que en estos complejos el tripirrol estd insertado en el surco menor. Es importante
recordar que en estudios anteriores se habia demostrado que para que se produzca la
interacciéon en este tipo de sistemas es condicién necesaria la presencia del tripirrol, puesto
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que la region bésica por si misma, sin el apoyo de unidad tripirrélica, no muestra ninguna
variacion en el valor de la elipticidad a 222 nm en presencia de la secuencia diana [81].

Los datos obtenidos mediante la espectroscopia de dicroismo circular nos permiten evaluar
de forma rapida y cualitativa si existe interacciéon entre los hibridos sintetizados y el ADN.
Sin embargo, las elevadas concentraciones utilizadas en esta técnica imposibilitan la
obtencién de datos termodindmicos tipicos de interacciones especificas (Ka ~10° — 10" M),
[70] por lo que se hace necesario la utilizacion de otras técnicas diferentes. En concreto, la
electroforesis de retardo en gel (EMSA: Electrophoretic Mobility Shift Assay) [126] es una
técnica particularmente adecuada para estudiar las interacciones entre proteinas o péptidos
relativamente grandes con el ADN, debido a que la formacién de los complejos induce un
notable retardo en la migracién del ADN. Ademds, en el caso del las electroforesis
radiactivas las concentraciones empleadas son del orden de nanomolar.

Con el fin de obtener una estimacion cuantitativa del proceso de reconocimiento del ADN
por parte del hibrido A, se llevaron a cabo ensayos de electroforesis a 4 °C. En estos
experimentos se prepararon disoluciones con concentraciones crecientes del hibrido A, y a
una concentracién constante de ADN AT/CRE™ (~ 45 pM), previamente marcado con **P en
el extremo 5, en un tampén especial de incubacién (38 mM TriseHCI, pH 7.5, 90 mM
KCl, 1.8 mM MgCl, y 1.8 mM AEDT). Las mezclas se incubaron durante 20 min y se
cargaron en un gel de poliacrilamida al 10% (PAGE: PolyAcrylamide Gel Electrophoresis).
El desarrollo de la electroforesis y posterior revelado, dio lugar al autorradiograma de la
figura 54, en el que se observa claramente un nuevo complejo (b) con movilidad diferente al
ADN AT/CRE" (a)

e W "“‘b
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Figura 54. PAGE del hibrido A, en presencia del ADN AT/CRE"™ marcado radiactivamente. Calles 1-8
[Hibrido Aj: 0, 20, 40, 60, 80, 100, 150, 200 nM.

La interpretacion de este gel se basa en la observaciéon experimental de que los complejos de
ADN y proteinas migran mas lentamente que el ADN solo; [127] la banda superior b se
asigna entonces a un complejo entre el hibrido A, y el ADN. La otra sefial producida, la
inferior a, se debe al ADN libre. Se puede observar que la mitad de la fraccién unida se
alcanza en torno a concentraciones de 125 nM, lo que implica una constante de disociacién
de ese orden.™

G marcaje se realizé unicamente en una de las hebras utilizando *"-ATP (5000 Ci/mmol) y la enzima T—-4

polinucledtido quinasa, en la parte experimental de la tesis se detalla todo el protocolo de los ensayos de EMSA.

 Considerando el equilibrio L + M = LM (donde M es el ADN y L el hibrido) por definicion K, = [L][M]/[LM]. Dado
que se emplean concentraciones muy pequenias de ADN [M]y << [L]; podemos asumir que [L] = [L] de manera que K, =
[L][M]/[LM] y entonces si [M]/[LM] = 1, entonces K =[L];. Es decir, que cuando en el autorradiograma las intensidades

relativas de las sefiales correspondientes al ADN libre (M) y al complejo (LM) sean las mismas, el valor numérico de la
constante de disociacion Ky, serd igual a la concentracion total de hibrido aniadido en esa calle.
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Para comprobar si esta nueva banda se corresponde efectivamente con la formacién de un
complejo especifico se realizé6 un experimento similar con el ADN AT/CRE"”m, aquél que
presenta mutada la zona de reconocimiento de la regién basica y Ginicamente contiene la
secuencia de reconocimiento del compuesto tripirrélico.

.- .

1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 55. Izquierda: calles 1-8 estudio a través de PAGE del hibrido A, en presencia del ADN AT/CRE"
marcado radiactivamente. [Hibrido A,]: 0, 20, 40, 60, 80, 100, 150, 200 nM.; Derecha: Calles 9-15 estudio
a través de PAGE del hibrido A, en presencia del ADN AT/CRE"m marcado radiactivamente. [Hibrido A,]:
200, 150, 100, 80, 60, 40, 0.

La electroforesis del hibrido A, con ambos ADNs se desarroll6 conjuntamente en el mismo
gel. Analizando ambos autorradiogramas se observa que al incubar el hibrido con el ADN
AT/CRE"m se forma una nueva banda que migra algo més lentamente que la banda que
aparece al incubarlo con el ADN diana AT/CRE"™. Este hecho es consistente con la hipétesis
de que la banda b se debe a una interacciéon especifica de ambas partes del hibrido. La
nueva banda c, teniendo en cuenta los estudios de dicroismo circular previamente
discutidos, se puede asignar a la formacién de un complejo menos compacto, en el que el
tripirrol se encontraria insertado en el surco menor del ADN, mientras que el fragmento
peptidico se localizaria fuera del surco mayor, interaccionando de forma inespecifica con los
grupos fosfato de la superficie del ADN.

66



Reconocimiento de ADN mediante conjugados entre regiones bdsicas bZIP y tripirroles

Comparacidén del hibrido A, con el hibrido A,

Una vez realizado el estudio de interacciéon del hibrido A,, para poder sacar conclusiones
sobre la relacién estructura/funcién es imprescindible comparar su comportamiento con él
del analogo que presenta el nitrégeno en lugar del oxigeno en la cadena conectora (hibrido
A,;, figura 45). Tal como muestra la figura 56, los espectros de dicroismo de ambos hibridos
con los distintos ADNs son muy similares, aunque se detecta que en el caso del hibrido A;,
la proporcién de helicidad es ligeramente mayor (Oygpao a3 = 28,820 ° cm™ dmol” frente
Otiibrido a+= 26,940 °© cm™? dmol’). Esta diferencia no implica necesariamente una mayor
afinidad, sino una mayor proporcién de hélice o

-30 : . . . : : . . -30+ : . ; : : : . .
200 220 240 260 280 300 320 340 360 200 220 240 260 280 300 320 340 360

Longitud de onda (nm) ——» Longitud de onda (nm) ——3»

Figura 56. Izquierda: espectro de DC del hibrido A; solo y con los distintos ADNs a 4 °C. Derecha: espectro
de DC del hibrido A; solo y con los distintos ADNs a 4 °C. En ambos casos: O hibrido en ausencia de ADN;
® hibrido en presencia de AT/CRE™; < hibrido en presencia de AT/CRE™m; ® hibrido en presencia de
CRE™,

Para poder sacar conclusiones sobre afinidad deben compararse los autoradiogramas de los
dos hibridos a 4 °C. En las electroforesis de la figura 57 se demuestra que la afinidad del
hibrido que presenta el -NH- (izquierda) es considerablemente mayor que la del anilogo
con —O-. De hecho, mientras que el hibrido A; a 20 nM se encuentra complejado casi en su
totalidad, a esa misma concentracién sélo se comienza a observar, muy tenuemente, la
banda correspondiente al complejo entre el ADN y el hibrido A,.
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Figura 57. Izquierda: estudio a través de PAGE del hibrido A; en presencia del ADN AT/CRE" marcado
radiactivamente. Calles 1-10, [hibrido A5]: 0, 1, 2, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 nM.; Derecha: estudio a través
de PAGE del hibrido A, en presencia del ADN AT/CRE™ marcado radiactivamente. Calles 1-8 [hibrido A,]:
0, 20, 40, 60, 80, 100, 150, 200 nM.
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Una valoracién de la interaccién de cada uno de los hibridos con el ADN AT/CRE™ permite
deducir la afinidad del proceso en cada caso. Tomando como base la intensidad relativa de
las sefales del ADN libre y del ADN complejado se observo que, en ambos casos, los datos
experimentales se ajustan a la ecuaciéon que describe un modo de interaccién 1:1 [128]y que
existe una diferencia de afinidad muy notable: [K, = (3 £ 0.2) nM para el hibrido A; frente
Kp= (133 £ 4) nM para el hibrido A,].
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Figura 58. Izquierda: representacion grdfica de los datos de la valoracion del hibrido A; con el ADN
AT/CRE"™ ajustados al modelo de interaccién 1:1. Derecha: representacién grdfica de los datos de la
valoracién del hibrido A, con el ADN AT/CRE"™ ajustados al modelo de interaccién 1:1.
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Conclusiones

A la vista de los resultados, se puede concluir que el hibrido A, se comporta
cualitativamente de manera similar al hibrido A;. Sin embargo, los estudios de
electroforesis ponen de manifiesto que un cambio minimo en la estructura del conector,
consistente en la sustituciéon del -NH- por un —-O—-, conduce a una disminucién de la
afinidad por la secuencia consenso muy notable. Esta diferencia de afinidad sugiere que la
amina secundaria del conector en el hibrido A; forma algin tipo de interaccién
estabilizante, puente salino y/o interacciones de enlace de hidrégeno con los fosfatos del
esqueleto del ADN, que da lugar a un aumento de la afinidad con respecto al analogo que
presenta un oxigeno (el hibrido A,). Estos resultados demuestran que la naturaleza del
conector entre el fragmento tripirrélico y el péptido, mas alla de mantener las unidades de
reconocimiento a una distancia adecuada para interaccionar, juega también un papel activo
en la interaccién y debe de tenerse en cuenta a la hora de disefiar nuevos conjugados.

Esta comprobacion de la importancia de las interacciones electrostaticas indujo a nuestro
grupo a pensar que, introduciendo nuevas interacciones de este tipo se podria contribuir a
aumentar la constante de asociacion de los hibridos bivalentes con el ADN. Sobre esta base
se sintetizaron, entonces, hibridos similares al hibrido A; que interaccionan con el ADN
con afinidades del orden de nanomolar a temperatura ambiente [129].

El trabajo incluido en este capitulo se publicé en:

Blanco, J. B.; Vazquez, O.; Martinez—Costas, J.; Castedo, L.; Mascarefias, J. L. High affinity,
sequence specific DNA-binding by synthetic tripyrrole—peptide conjugates. Chem. Eur. J.
2005, 11, 4171-4178.
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Estudios de internalizacion celular

Objetivo y diserio

Las barreras biologicas han evolucionado para evitar la entrada de téxicos en las células; no
obstante, son las mismas barreras las que a menudo limitan los efectos de los farmacos vy,
por tanto, el beneficio terapéutico. La eficiencia del reconocimiento del ADN mediante
moléculas sintéticas no sélo exige una puesta a punto de sus propiedades de interaccién,
sino también la modulacién de sus caracteristicas fisicas para que dichas moléculas puedan
llegar al nticleo de forma rapida. De hecho, uno de los principales obstaculos a la hora de
poder utilizar compuestos como la distamicina, en biologia molecular o terapias a nivel
genémico deriva de sus dificultades intrinsecas para cruzar las membranas celulares y
entrar en el ntcleo.

En la figura 59 de la derecha se observa que después de un largo periodo de incubacion (24
horas) la distamicina, aunque es capaz de a travesar la membrana citoplasmatica, no
alcanza el nucleo. Estudios recientes con las poliamidas en forma de horquilla desarrolladas
en el grupo de Dervan, sugieren que la entrada celular de estos compuestos es un proceso
lento [130] y bastante dependiente de la estructura concreta de la poliamida [131], asi como,
del tipo celular [132].

Figura 59. Izquierda: nicleos celulares tefiidos con el compuesto comercial Hoechst 33258. Derecha:
distribucién celular de la distamicina marcada en células Vero [130 b].

Tal como se ha comentado anteriormente, en los estudios iniciales realizados en nuestro
grupo con los sistemas bivalentes surco menor/surco mayor se observé una inesperada alta
afinidad con los ADNs que no contienen la secuencia de reconocimiento de la regién bésica
de la proteina GCN4 (ADN AT/CRE"m) [81], [82]. Estos resultados se justificaron por la
existencia de interacciones electrostaticas entre péptido altamente basico con los fosfatos
del esqueleto del ADN que complementan la interaccion especifica del compuesto
tripirrélico con el surco menor. Considerando estas observaciones y teniendo en cuenta los
precedentes existentes sobre el uso de péptidos penetrantes de células (CPP: Cell-Penetrating
Peptide), particularmente, de secuencias de oligoargininas para favorecer procesos de
internalizacioén celular de diversas moléculas [133], se pensé que el compuesto resultante de
conjugar el tripirrol con una octaarginina podria cruzar las membranas celulares de forma
eficiente y, al mismo tiempo, contribuir a una mejora de la afinidad del tripirrol por el ADN
por complementariedad de cargas, como consecuencia de su naturaleza catiénica [134].
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Figura Go. Representacion esquemdtica de la hipétesis del proyecto. La cinta naranja representa el agente
de reconocimiento del surco menor tripirrélico.

Los datos estructurales sobre la interaccién de la distamicina con el ADN sugieren que los
nitrégenos pirrdlicos son la mejor posicién para realizar la unién covalente de la
octaarginina (Rg) sin alterar los contactos especificos con el ADN, ya que apuntan hacia el
exterior del surco [135].

Debido al bajo rendimiento cudntico de fluorescencia de la distamicina y sus analogos [136],
se decidi6 incorporar a los conjugados un fluoréforo extrinseco (fluoresceina), con el fin de
poder visualizar el proceso de internalizacién en la células a través de microscopia de
fluorescencia.

En el figura 61 se muestra la estructura del conjugado objetivo que hemos disefiado (B;,) y
de su correspondiente control negativo, el compuesto tripirrélico sin octaarginina
(compuesto 13).
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Figura 61. Estructura del conjugado tripirrol-octaarginina By, y del control negativo sin parte peptidica 13.
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Sintesis

La sintesis del conjugado tripirrol-octaarginina (B,,) se plante6 a través de la formacién
selectiva de un enlace urea en fase sélida entre, una amina primaria, presente en la cadena
del compuesto tripirrdlico, y el péptido marcado con fluoresceina y desprotegido
ortogonalmente en un tnico residuo de Lys introducido en el extremo N-terminal, después
de un espaciador de tipo 4cido aminohexanoico (Ahex).
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Esquema 9. Andlisis retrosintético del conjugado By, donde Flu representa la unidad de fluoresceina.

La versatilidad de esta aproximacién convergente permitié preparar de forma rapida y
eficiente otros conjugados con distintas secuencias peptidicas. Tal y como se muestra en el
esquema siguiente, se sintetizaron los compuestos provistos de la molécula tripirrdlica
(hibridos de la familia B,) y los controles sin el elemento de unién al surco menor
(compuestos de la familia Bg). La sintesis de la parte peptidica se realizé siguiendo la
metodologia estdndar Fmoc de sintesis de péptidos en fase sdlida. El espaciador de tipo
aminohexanoico se introdujo del mismo modo que el resto de los aminoacidos y a
continuacion, se acoplé la Lys protegida en su cadena lateral con el grupo Alloc, de tal modo
que se permitiese su desproteccién selectiva frente a los grupos protectores estandar
presentes en las cadenas laterales de los otros residuos de la secuencia.

Durante el desarrollo de esta sintesis se observé que para que la introduccion del fluoréforo
transcurriera de manera eficiente es necesario colocar otro espaciador de tipo
aminohexanoico. El marcaje se realiz6 acoplando el isocianato de fluoresceina (FITC) con la
amina libre del extremo N-terminal. Al llegar a este punto, dependiendo del compuesto
deseado, se realizé6 la rotura del péptido de la resina para obtener los compuestos
desprovistos del tripirrol (compuestos Bg), o bien, se llevd a cabo el acoplamiento del
fragmento tripirrélico sobre el tnico aminoacido desprotegido (Lys) para obtener los
conjugados provistos del elemento de reconocimiento del surco menor (hibridos B,), esta
reaccién se comentara posteriormente en mayor detalle.
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Esquema 10. Procedimiento de sintesis de los péptidos con y sin el fragmento tripirrélico.

A modo de ejemplo se muestra en la figura 62 el cromatograma del compuesto de
octaarginina sin el fragmento tripirrélico (B;g). El espectro de absorcién en estos
compuestos presenta una banda en torno a 220 nm que se corresponde a los enlaces amida
del péptido y otra nueva banda a 442 nm, caracteristica de la fluoresceina. La identidad de
los hibridos se corroboré mediante espectroscopia de masas. Es importante mencionar que
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en las condiciones del HPLC estd favorecida la forma lactona de la fluoresceina,
caracterizada por una absorbancia y emisién de fluorescencia mucho menos intensas que la
forma abierta, predominante en medio ligeramente basico [137].
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Figura 62. Izquierda: cromatograma de HPLC del hibrido B,g gradiente 2, A = 222 nm. Derecha: espectro
de absorcidn.

Ademas de los compuestos con la secuencia peptidica de octaargininas, también se
sintetizaron las otras secuencias mostradas en el esquema 10. Asi, los compuestos B,, y B,g
presentan una secuencia conocida como elemento de sefializacion nuclear o NLS
(IAAKRGRQLD). Esta secuencia se ha utilizado en estudios previos para favorecer el paso a
través de la membrana nuclear [138].

Asumiendo que la presencia de la octaarginina puede que no fuese suficiente para asegurar
la correcta entrada al ntcleo, se sintetizaron también compuestos que incorporan ambas
secuencias (NLS y octaarginina) conjugadas de forma lineal (IAAKRGRQLD-G-Rg) o
unidas a través de un enlace 1abil de tipo disulfuro. Como controles adicionales se
prepararon compuestos donde una de las argininas de la secuencia NLS ha sido mutada por
una alanina (B3, y B;g), basindose en estudios previos donde se demuestra que dicha
mutaciéon en ese determinado residuo de la secuencia NLS suprime la habilidad
transportadora de ésta [139].

Por otro lado, la sintesis del fragmento tripirrélico se realizé siguiendo el procedimiento
discutido previamente, esto es, usando la unidad tripirrélica comiin 2 (esquema 3).

La cadena para la alquilacion del compuesto tripirrélico 2 se preparé siguiendo el mismo
procedimiento llevado a cabo en nuestro grupo con anterioridad [82]. El yoduro 14 se
sintetiz6 en cinco pasos a partir de sustrato comercial 5-aminopentanol (15). La adicién del
acrilonitrilo sobre este compuesto [140], y la posterior proteccién de la amina secundaria
con dicarbonato de di-tert—butilo permiti6 obtener el compuesto 16 con un buen
rendimiento. Este producto se utiliz6 en la siguiente etapa sin ninguna purificaciéon. El
nitrilo se redujo siguiendo las condiciones establecidas por Giannis y Sandhoff, [141] mas
rapidas que la hidrogenacién catalitica, aunque no permite la proteccién simultanea de la
amina obtenida. Tras llevar a cabo esa proteccién (compuesto 17), se realizé la yodaciéon
siguiendo el mismo procedimiento que para el conector con el oxigeno, obteniéndose de
este modo el agente alquilante 14.
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Esquema 11. Sintesis del agente alquilante 14.

Una vez sintetizado el agente alquilante 14, se acopldé con el fragmento tripirrélico 2 tal

como se indica en el esquema siguiente.

Boc
N
(0] | 1. I/Q;\/ \/HENHBOC
N K,COg3, acetona, 65°C
2 H o
HN N 82 %
\ /)
2
NHAc

o H,N
N 3

ey H o\ /2 o )
KN N

\ /)

18
NHAc

Esquema 12. Alquilacion del compuesto tripirrélico 2 con el yoduro 14.

En la figura 63 se muestra el cromatograma de HPLC final del compuesto tripirrdlico

alquilado 18 y su correspondiente espectro de absorcién con las dos bandas a 240 y 304 nm,
caracteristicas de los derivados tripirrélicos.
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Figura G3. Izquierda: cromatograma de HPLC del tripirrol alquilado 18 gradiente 1, A = 222 nm. Derecha:
espectro de absorcion.

La reaccién de acoplamiento con los péptidos para dar lugar a los hibridos (hibridos B,) se
llevé a cabo en fase s6lida mediante la formacién de un enlace urea ortogonal, a través de la
adicién secuencial de carbonato de N, N'—disuccinimidilo (DSC) y el aminotripirrol 18
sobre la resina que contiene el residuo de Lys desprotegido selectivamente (esquema 13).
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Esquema 13. Sintesis de los hibridos B,.

El analisis a través de EM/HPLC-FR del crudo de desproteccién de la resina mostrd, en
todas las reacciones, la aparicién de un pico mayoritario en el cromatograma. El espectro de
absorciéon de estos compuestos en las condiciones de pH de la cromatografia presenta una
banda en torno a 220 nm, correspondiente a los enlaces amida del péptido; una banda a 442
nm, caracteristica del la fluoresceina y otra a 304 nm, tipica del tripirrol.

En figura 64 se muestra a modo ejemplo el crudo de la reaccién de acoplamiento para el
caso del hibrido B;,. En la parte experimental de esta tesis pueden verse los datos
experimentales de los otros compuestos. La identidad de los hibridos se corroboré mediante
espectroscopia de masas.

200+ 200+
T 150 T 1504220 nm
=) =)
20.92

T 100 0.9 T 100]
=] =
[x3 [x]
S s
g 50- é 504 304nm
;5 E 442 nm

0- 0-

5 10 15 20 25 30 35 250 300 350 400 450 500 550 600

Tiempo (min) —3» Longitud de onda (nm) —3»

Figura 64. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la reaccién de acoplamiento del hibrido B,,
gradiente 2, \ = 222 nm. Derecha: espectro de absorcion del pico mayoritario.
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El compuesto tripirrélico marcado con fluoresceina 13 se sintetiz6 facilmente a partir del
aminotripirrol 18. Este se adicion6 sobre una disolucién de FITC en DIEA/DMF 0.5 M

para dar lugar al compuesto deseado en dos horas (esquema 14). La reaccion se siguid
mediante EM/HPLC-FR.
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Esquema 14. Sintesis del control negativo 13, desprovisto de secuencias peptidicas.

En la figura inferior se puede ver el cromatograma de HPLC final del compuesto tripirrdlico
marcado 13 y su espectro de absorciéon. En dicho espectro pueden verse claramente las
bandas esperadas del fragmento tripirrélico (304 nm) y de la fluoresceina (442 nm).
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Figura 65. Izquierda: cromatograma de HPLC del tripirrol marcado con fluoresceina 13, gradiente 2, A =
222 nm. Derecha: espectro de absorcin.

También se prepararon hibridos disulfuro que incorporan simultineamente la secuencia
octaarginina y NLS, asi como sus versiones mutadas en la parte NLS. Estos se sintetizaron a
través de la dimerizacién de cisteinas en el extremo N-terminal de cada uno de los
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péptidos. La preparacion de los péptidos que contienen las secuencias CTAAKRGRQLD o
CIAAKAGRQLD, con o sin el fragmento tripirrélico dependiendo del caso, se llevé tal como
muestran los esquemas 10 y 13. La sintesis del péptido que contiene la octaarginina se
realizé siguiendo la misma metodologia e incorporando en el extremo N—terminal Cys y el
acido p—acetamidobenzoico (Aba), cuyo coeficiente de extincién es conocido (€70, = 18,069
cm'M™) y facilita la medida de la concentracién del péptido para la dimerizacién.

1. 20% piperidina/DMF

2. Fmoc-aa .

HBTU/HOBt 9 ciclos

DIEA/DMF 0.2 M SH

FmocHN-) 20% piperidinal DMZ o Aba-Cys [EGEGELTECONH,
0= OH Bs
(Aba)
HBTU/HOBL
DIEA/DMF 0.2 M

4. TFA, capturadores de
carbocationes

Esquema 15. Sintesis del péptido Bg necesario para los dimeros disulfuros.

En la figura 66 puede verse el cromatograma de HPLC para el compuesto B, asi como su
espectro de absorcién mostrando el maximo de absorcién a 270 nm, caracteristico del
cromoéforo Aba. La identidad del compuesto se verifico mediante espectroscopia de masas.
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Figura 6G6. Izquierda: cromatograma de HPLC del péptido By, gradiente 1, A = 222 nm. Derecha: espectro
de absorcidn.

Para poder realizar la dimerizacién, el grupo tiol del péptido con la secuencia de las
octaargininas, el péptido By, se activo con el reactivo de Ellman (DTNB) (esquema 16). Este
reactivo se usa cominmente para conjugar biomoléculas a través de enlaces disulfuro en
disoluciones acuosas. Se ha observado que el enlace disulfuro del propio reactivo de Ellman
reacciona facilmente con los grupos tioles libres presentes en otras moléculas [142]. La
reaccién va acompafiada de la liberacién de una molécula del 4cido cromogénico 5-tio—2-
nitrobenzoico (TNB), lo que facilita el seguimiento de la reaccién al dar un color amarillo
intenso a la disolucién. La reaccién se monitoriz6 mediante EM/HPLC-FR, observandose
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la conversion total del péptido Bg en 45 minutos. El péptido resultante By se purificé y su
identidad fue corroborada mediante espectroscopia de masas.
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2
100 mM Tris .HCI, (TNB)
pH=7.5, 1M NaCl

74%

Bg B9

Esquema 16. Activacién del péptido Bg con el reactivo de Ellman.

Este nuevo compuesto activado By puede volver a sufrir un intercambio con cualquier
sustancia que contenga un grupo tiol. De manera que, a continuacién, se llevaron a cabo
reacciones de dimerizacion tanto para los hibridos que contienen el tripirrol, como los
compuestos que no, tal y como se muestra en el siguiente esquema.
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Esquema 17. Sintesis de los dimeros disulfuro.

En las figuras siguientes se muestra el cromatograma y el espectro de absorcién de uno de
estos hibridos (hibrido Byy,) y el compuesto analogo desprovisto del fragmento tripirrélico
(compuesto Bygg). Todos estos compuestos se caracterizaron mediante espectroscopia de
masas, los datos experimentales adicionales de todos ellos se encuentran en la parte
experimental de esta tesis.
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Figura 67. l|zquierda: cromatograma de HPLC del hibrido ortogonal By, gradiente 2, A = 222 nm.
Derecha: espectro de absorcidn.
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Figura 68. Izquierda: cromatograma de HPLC de compuesto andlogo sin el tripirrol Byqg gradiente 2, A =
222 nm. Derecha: espectro de absorcidn.

Llegados a este punto se pensé en analizar también las propiedades de internalizacion del
hibrido bivalente A;, aquél constituido por la regiéon béasica de la proteina GCN4 y un
fragmento tripirrélico unidos covalentemente por un conector con una amina central
(figura 45).

Para poder visualizar dicho proceso fue necesario el marcaje del hibrido con fluoresceina.
Desafortunadamente, los intentos de sintesis siguiendo el procedimiento similar al
presentado en los esquemas 10 y 13, donde el compuesto tripirrélico se introduce en la
ultima etapa después de haber marcado el péptido, fueron, en este caso, infructuosos dando
lugar a un cromatograma muy sucio de dificil asignacién. De todos modos esto se pudo
resolver cambiando el orden de las reacciones. El procedimiento sintético definitivo
consistid, inicialmente, en desproteger selectivamente el grupo protector Alilo de la cadena
lateral del Glu en la posicién 245 (E,,) en presencia del Fmoc en el extremo N—terminal de
la regién basica. Este hecho hizo necesario el uso de unas condiciones de desprotecciéon con
catalisis de paladio mas suaves que las habituales [143]. La reacciéon se evalué a través de
EM/HPLC-FR mediante la rotura de un pequefia porciéon de péptido de la resina. La
espectroscopia de masas verificé la identidad del péptido deseado (figura 69).
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Esquema 18. Desproteccion selectiva del grupo Alilo para obtener el péptido Fmoc—Ahex—RB.
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Figura 69. Izquierda: cromatograma de HPLC del péptido Fmoc—Ahex—RB, gradiente 3, A = 222 nm.
Derecha: espectro de masas de dicho compuesto. Calcd para C,,5H,;,N 4,05 2943.3. Encontrada: 1472.2
[M+2H]*; 981.8 [M+3H]*, 736.6 [M+4H]* 589.5 [M+5H]**

A continuacién se prepar6 el aminotripirrol 19, necesario para el hibrido bivalente, a partir
del compuesto 18. Este nuevo derivado tripirrélico 19 es idéntico al compuesto 1 (salvo por
la presencia del grupo amino en su cadena alquilica en lugar de un oxigeno) por lo que la
condensacién con la glicina activada se llevd a cabo del mimo modo al explicado
anteriormente.

HoN 1. Boc-Gly-OSuc H

Q | ), DIEA, CH,Cl, 9 | (),
Me,N N HN ————————=  Me,N N HN
H L0 ()g 2 TFAICH,C, H ,0 (),
N N N N
\ /) 55% \ /)
18 NHAC 19 NHAC

Esquema 19. Sintesis del tripirrol alquilado 19.

A continuacién, se acoplé de forma secuencial al péptido (en fase sélida) el aminotripirrol
19 y la fluoresceina. Desafortunadamente, fue dificil controlar la reaccién de marcaje con la
fluoresceina, comprobandose mediante EM/HPLC-FR que el compuesto mayoritario de la
reaccién contenia dos fluoresceinas. La segunda probablemente esté incorporada en el
conector amino.
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Esquema 20. Sintesis del hibrido As marcado con fluoresceina.
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Figura 0. Izquierda: cromatograma de HPLC del hibrido Ag, gradiente 3, A = 222 nm. Derecha: espectro
de masas de dicho compuesto que corrobora la entrada de dos fluoresceinas. Caled considerando dos
fluoresceinas CigoH 3N 5,048, 4175.7 Encontrada: 1045.3 [M+4H]*; 836.2 [M+5H]*, 697.2 [M+6H]*

597.8 [M+7H]™.

Ademas como control, también se prepard, a través de una aproximacién sintética similar a

la descrita en el esquema 10, la

regién basica marcada con fluoresceina y desprovista del

tripirrol. En la figura 71 se puede ver el cromatograma para dicho compuesto.
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Esquema 21. Sintesis de la regién bdsica de GCN4 marcada con fluoresceina.

83



Resultados y discusion

2000+ 70-
20 nm
T T 601
1500 sod
5 21.84 5 40
T 1000 g
= = 30
e 5
g 500 Z 204
= = 104 442 nm
0 0
5 10 15 20 25 30 35 250 300 350 400 450 500 550 600
Tiempo (min) —3» Longitud de onda (nm) —»

Figura 71. Izquierda: cromatograma de HPLC de la regién bdsica marcada con fluoresceina, Flu—Ahex—RB
gradiente 2, . = 222 nm. Derecha: espectro de absorcion.

La presencia de dos fluoresceinas en el hibrido A; no deberia afectar en gran medida al
andlisis preliminar de las capacidades de internalizacién de nuestros sistemas bivalentes,
por lo que se decidi6 hacer los ensayos iniciales con este conjugado Ay y con el control Flu-
Ahex-RB
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Estudios de internalizacién celular

La evaluacion de las propiedades de transporte de los compuestos sintetizados se realizo
contando con la colaboracién del profesor José Martinez—Costas, del Dpto de Bioquimica y
Biologia Molecular de esta universidad.

Inicialmente se ensayaron dos compuestos: el tripirrol marcado con fluoresceina 13 y el
hibrido disulfuro Bjy, que estd equipado con las dos secuencias peptidicas de
internalizacién (NLS y octaarginina) ademas de con el fragmento tripirrélico (TRP). Los
ensayos se hicieron con cuatro lineas celulares (Vero, COS, HeLa, HEK). Los compuestos se
incubaron a 37 °C en una concentracién de 2 uM durante 45 min, 5 h y 24 h. Los resultados
se analizaron sin fijar las células. En estos experimentos preliminares se observo
unicamente fluorescencia en el interior de las células en el caso del hibrido B,y,. También
se comprobd que la distribucién del compuesto es dependiente del tiempo y del tipo celular.
Las células HeLa fueron las que mostraron una mayor internalizacioén, por lo que se decidié
continuar los ensayos con estas células.

Imagen de luz blanca Fluorescencia Superposicién

S
S
M NLS|

TRP

B10A

Figura 72. Distribucién intracelular del hibrido disulfuro By, en células Hela después de 45 min de
incubacién. Para facilitar la identificacion del compuesto se usa un dibujo esquemdtico donde: Flu =
fluoresceina; TRP = tripirrol; NLS = secuencia de sefializacién nuclear.

Otra observacion de estos primeros ensayos fue que a las cinco horas existia una saturacién
de la fluorescencia, lo que complicaba el analisis de los resultados. Ademas, la distribuciéon
celular después 24 horas no era homogénea y se observaban deformaciones en la
morfologia de algunas células.

En estas muestras se ensayé también el efecto de la fijacion con p—formaldehido, reactivo
que se utiliza comUnmente para preservar el estado de las células. La coincidencia de los
resultados, independientemente de la etapa de fijacion, demostré que éste no genera una
redistribucién artificial de las moléculas y, ademas, facilita la interpretacion de los
resultados con el marcaje simultdneo de los niicleos con DAPI. Como ventaja afnadida, la
fijacién permite el almacenamiento de los especimenes durante mas tiempo.

Linea celular Fluorescencia DAPI Superposicién

VERO
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Linea celular Fluorescencia DAPI Superposicién
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Figura 73. Distribucién intracelular del hibrido disulfuro Byg, en las cuatro lineas celulares después de 24 h
de incubacion.

La superposicion de las imagenes permite verificar la entrada en el ntcleo del hibrido
disulfuro By, en tres de las lineas celulares ensayadas (figura 73). Curiosamente, en la linea
celular COS, el hibrido ortogonal se acumula en forma de vesiculas en el citoplasma.

En base a estos estudios preliminares, se estudiaron todos los compuestos en células Hela
a una concentracién de 2 uM vy los resultados se evaluaron después de la fijacién con p-
formaldehido. Las imagenes se obtuvieron a tres tiempos diferentes: 30 min, 90 min y 3 h.
Los resultados obtenidos en cada franja de tiempo fueron cualitativamente similares,
aunque el grupo de datos mas representativo en todos los casos fue el obtenido después de
la incubacién durante 90 min. A los 30 minutos la distribucién era, generalmente,
incompleta y a las 3 h la intensidad de la fluorescencia estaba sobresaturada.
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Figura 74. Distribucién intracelular de los hibridos en células Hela. Los tiempos de exposicién son: By, Bya
= 1/18s; Byy = 1/2's; Byoa Bsa = 1/6's; B3y, Byia = 1s. Para facilitar la identificacion de los compuestos se
usan dibujos esquemdticos similares al de la figura 72 donde: Flu = fluoresceina; TRP = tripirrol; NLS =
secuencia de sefalizacién nuclear; NLSm = secuencia de sefializacién nuclear mutada. Los dibujos
esquemdticos se mantendrdn en todo este tipo de figuras.

Tal como se observa en la figura 74, la incubacién con una concentraciéon de 2 uM del
conjugado octaarginina—tripirrol B, durante 90 minutos a 37 °C conduce a la aparicién de
una sefial de fluorescencia muy intensa y homogénea en los nucleos celulares,
demostrandose asi que la octaarginina no sélo ayuda al compuesto tripirrélico a cruzar la
membrana citoplasmatica sino que, ademads, parece facilitar la internalizacién en el ntcleo
celular. Ademas, este compuesto present6é una distribucién homogénea con una sefial de
fluorescencia intensa después de una incubacién de tan sélo 30 min. Este hecho implica
una rapida entrada nuclear, lo cual es particularmente relevante dado que las poliamidas en
forma de horquilla necesitan periodos de incubacién mucho mayores para poder llegar a los
nucleos celulares [130], [131], [132].
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En el caso del hibrido B,,, que incorpora la secuencia de sefializacién nuclear (NLS:
IAAKRGRQLD) en lugar de la octaarginina, se observo una sefial de fluorescencia débil,
localizada principalmente en los niicleos. La menor intensidad de fluorescencia observada
con este compuesto en comparacion con la del hibrido B,, puede ser debida, simplemente,
a la menor eficiencia de la secuencia NLS para atravesar la membrana citoplasmatica. La
incorporacién de una secuencia de octaargininas al hibrido NLS, ya sea de forma lineal
(B4a), 0 por medio de un enlace 14abil de tipo disulfuro (By,,) reestablece la capacidad
internalizacién. Asi, la incubacién de las células con los hibridos By, y By, dio lugar a la
aparicién de una sefial de fluorescencia en los niicleos mas intensa que el caso del
compuesto B,,. De todos modos es importante destacar que la intensidad de fluorescencia
observada para estos dos conjugados no llega a ser tan grande como en el caso del hibrido
B,,. La intensidad de fluorescencia registrada para el hibrido lineal B,, fue mayor que la
observada con el analogo ortogonal B,,,, quizds como consecuencia de la rotura parcial del
enlace disulfuro en el citoplasma celular [144]. Los conjugados que contiene la secuencia
NLS mutada (Bss, Bss, Biia) presentan una fluorescencia mas débil y difusa que sus
analogos sin dicha mutacién, lo que es consistente con lo esperado.

Tal como sefialaban los estudios preliminares, el compuesto tripirrélico 13, que carece de
una secuencia peptidica que favorezca la entrada celular, no fue capaz de inducir
fluorescencia intracelular, incluso, después de 3 h de incubacion. Este resultado confirma el
papel crucial de la unidad de octaarginina en el proceso de internalizacién celular.

Por otro lado, se ha podido confirmar que el fragmento tripirrélico tiene una influencia
significativa en la localizacién intranuclear de estas moléculas. Asi, el péptido de
octaarginina B,y mostré una sefal de fluorescencia muy intensa pero, a diferencia del
conjugado By, que contenia el tripirrol, se localiza predominantemente en el citoplasma.
Los péptidos By, Bsg, que no contienen la secuencia de octaarginina, y el péptido B;;5 no
son capaces de entrar en la célula, pues no se detect6 fluorescencia. Los péptidos B,g, Bygs ¥
Bz mostraron una localizacién intracelular en el citoplasma, aunque bien es cierto que la
sefial fue muy débil y difusa, sobre todo para el péptido Bsg.

Como se observé con los analogos que contiene el fragmento tripirrélico, la presencia de la
secuencia NLS en los péptidos con octaarginina no proporcioné ningtun efecto beneficioso
en las propiedades de internalizacion celular.
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Figura 75. Distribucion intracelular de los hibridos en células Hela. Los tiempos de exposicién son: Cqg =
1/18's; 13, Cyp Csg, Cios Cr1g=1/65; C4g=1/25; Cs5=15.

Todos estos resultados corroboran la importancia de la secuencia de octaarginina en la
localizacion nuclear, y demuestran que el hibrido B;, se acumula en los nicleos de forma
rapida y eficiente. No obstante, en ausencia de la unidad de reconocimiento del surco
menor (el fragmento tripirrélico) el péptido se localiza en el citoplasma. Por lo tanto, la
entrada nuclear se ve favorecida por la sinergia de ambas unidades, del tripirrol (TRP) y la
octaarginina (Ry).
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Los estudios celulares con el hibrido bivalente con la regién basica de GCN4 marcado con
fluoresceina (As) pusieron de manifiesto nuevamente la importancia de las dos unidades de
reconocimiento en el proceso de internalizaciéon. Asi, mientras que la incubacién de las
células con Flu—Ahex-RB, que no contiene el tripirrol, no generé fluorescencia intracelular;
el hibrido A; mostré una sefial fluorescente homogénea en los ntucleos celulares, aunque
con una intensidad mas baja que los analogos conjugados con octaarginina (a pesar de
contener dos unidades de fluoresceina).
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Figura 76. Distribucién intracelular en células HelLa. Los tiempos de exposicion son: As = 1/18 s; Flu—
Ahex—RB = 1 s; En estos dibujos esquemdticos se mantiene la misma nomenclatura y ademds se afiade RB
= regidn bdsica de GCN4.

No se conoce de forma precisa el mecanismo exacto a través del cual las poliargininas
favorecen la entrada celular y existe una cierta controversia sobre el mismo. Sin embargo, si
ha sido demostrada claramente la importancia del grupo guanidinio en la internalizacién
celular [145]; probablemente éste podria formar enlaces de hidrégeno con los fosfolipidos
presentes en la membrana celular y favorecer, de este modo, la entrada. Ademads, se ha
demostrado que la linealidad en la secuencia de poliargininas no es indispensable para la
localizacién celular pero si es fundamental el cluster de argininas, necesitindose al menos
cinco grupos guanidinos para lograr una internalizacién efectiva con este motivo [146]. La
secuencia de la regiéon basica del hibrido bivalente presenta cinco argininas, por lo tanto,
parece l6gico que el hibrido bivalente logre alcanzar el nticleo celular. El hecho de que no se
detecte fluorescencia intranuclear con la regién peptidica aislada subraya el papel del
fragmento tripirrélico, que probablemente beneficie termodinamicamente el proceso al
favorecer el atrapado en el ntcleo.
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Interaccién con el ADN

Una vez demostradas las ventajas en el transporte celular de la unién de una oligoarginina a
un agente de reconocimiento del surco menor, se comprobé si la presencia de esta
secuencia peptidica catiénica contribuye a aumentar la afinidad del compuesto por el ADN
sin comprometer la selectividad. Estos estudios se realizaron a temperatura ambiente
mediante PAGE, utilizando los siguientes oligonucleétidos de doble cadena.*

dsADN* Secuencia (5’ a 3’)

ATTTT GAGGATTTTCAGCTTACGCT
CGGCC GAGGCGGCCATGACGTTCGT
CTTTT GAGGCTTTTGAGAGTACGCT
CTTCC GAGGCTTCCATGACGTTCGT

Tabla 3. Secuencias de ADN usados en los estudios de PAGE.

La adicién de concentraciones crecientes del hibrido B;, al ADN ATTTT marcado
radiactivamente con P** da lugar a la aparicién de una banda que se desplaza mais
lentamente que la correspondiente al ADN solo (figura 77 izquierda). La incubacién de este
mismo conjugado con una secuencia que carece de dicha region (ADN CGGCC) no genera
la aparicién de ninguna banda detectable en el gel, incluso, a elevadas concentraciones
(figura 77 derecha). Las bandas de estos autorradiogramas son bastante difusas y
desaparecen a elevadas concentraciones del hibrido By,.

— - ———
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6
Figura 77. Estudio a través de PAGE del hibrido By, Izquierda: en presencia del ADN ATTTT marcado

radiactivamente. Calles 1-7, [hibrido By ,J: 0, 5, 20, 50, 100, 150, 200, nM.; Derecha: en presencia del ADN
CGGCC marcado radiactivamente. Calles 1-6 [hibrido B, ,J: 0, 50, 100, 200, 300, 500 nM.

En la figura siguiente se muestra el experimento de PAGE de la octaarginina B,z y el ADN
ATTTT, observandose que no hay nuevas bandas de desplazamiento de retardo en el gel,
incluso a concentraciones de 500 nM, lo que confirma la necesidad del tripirrol para la
interaccion efectiva con el ADN.

* En general, la interaccién de los agentes de reconocimiento del surco menor con el ADN no se analiza mediante
ensayos de electroforesis de retardo en gel (EMSA) debido a su pequefio tamafio y poca carga, pero se consideré que, en
este caso, la presencia del conjugado de octaarginina deberia permitir la realizacién de estos experimentos.

* La nomenclatura de los dsADN se refiere a: ATTTT: es la secuencia de reconocimiento del compuesto tripirrélico;
CGGCC es la secuencia mutada que no contiene la zona de reconocimiento del compuesto tripirrélico. CTTTT y CTTCC,
son secuencias que sirven para evaluar la minima secuencia de reconocimiento. Solo se representa la secuencia de una
hebra.
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1 2 3 45 6 7 8 9 10

Figura 78. Estudio a través de PAGE del hibrido Bz en presencia del ADN ATTTT marcado
radiactivamente. Calle 1,3—10, [hibrido B,g]: 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500 nM. Calle 2: control
con el hibrido By, y el mismo ADN; [hibrido By ,]: 150 nM.

Asumiendo que las bandas difusas de los autorradiogramas de la figura 77 podrian deberse
a un efecto adverso en la solubilidad y propiedades migratorias de los complejos ADN—
conjugado debido a la fluoresceina, se sintetizaron conjugados analogos de By, y B,, sin la
unidad de fluoresceina y acetilados en el extremo N-terminal (B;,’ y B,,’). Los espectros de
absorciéon de By,’ y B,,’ carecen de la banda de la fluoresceina (442 nm).
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Esquema 22. Sintesis de los conjugados sin fluoresceina By,', By,
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Figura 79. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la reaccién de acoplamiento del hibrido B,,’,
gradiente 2, . = 222 nm. Derecha: espectro de absorcion.
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Figura 8o. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la reaccién de acoplamiento del hibrido B,,’,
gradiente 2, . = 222 nm. Derecha: espectro de absorcion.

Afortunadamente este nuevo conjugado B,,’ carente de fluoresceina daba lugar a bandas
bien definidas en el gel, consistentes con interacciones especificas y de alta afinidad con el
ADN ATTTT [147].

«»,wuuww
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 81. Valoracion del conjugado B,,’ con el ADN ATTTT. Calle 1-10, [hibrido B,,’]: 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12,
15, 20, 25 nM.

El andlisis cuantitativo de ese gel a temperatura ambiente permitié calcular la constante de
disociacién para el modo de unién 1:1, K, = (6 £ 0.5) nM, que es aproximadamente dos
6rdenes de magnitud mejor que para la distamicina [134].
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Figura 82. Isoterma de union resultante del andlisis de densidad del gel de la figura 81.

Estos resultados confirman que la unién de la octaarginina aumenta de forma eficiente la
afinidad por el ADN del agente de reconocimiento del surco menor. La relevancia de la
octaarginina en la unién del ADN se comprob¢ al evaluar la afinidad de un nuevo hibrido
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B,,’, andlogo a B,, y constituido por la regién NLS pero sin la fluoresceina para evitar
problemas de solubilidad en el gel. Como puede verse en la figura 83, el compuesto B,,’
interacciona con el ADN ATTTT con una afinidad mucho peor que su andlogo con
octaarginina (B;,’).

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Figura 83. Izquierda: PAGE del hibrido B,,’ en presencia del ADN ATTTT marcado radiactivamente. Calle
1-5, [hibrido B,,’]: 10, 12, 15, 20, 25 nM, Derecha: PAGE del hibrido B,,’ en presencia del ADN ATTTT
marcado radiactivamente. Calle 1-5, [hibrido B,,’]: 50, 100, 200, 300, 500 nM.

La unién de la oligoarginina no afecta a la selectividad de secuencia del compuesto
tripirrélico, como se deduce de los autorradiogramas de la figura siguiente.

ATTTI CTTT1

1 2 3 4 5 12 3 4 5

CTTCC CGGCC
C) D)
- ———— -
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Figura 84. PAGE del hibrido B;,’ en presencia de distintos ADNs marcados radiactivamente. En todos los

casos calles 1-5, [hibrido B,,’]: 0, 20, 50, 100, 150 nM. A) en presencia del ADN ATTTT. B) en presencia
del ADN CTTTT. C) en presencia del ADN CTTCC. D) en presencia del ADN CGGCC.
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Conclusiones

Los agentes de reconocimiento del surco menor del tipo distamicina presentan serias
dificultades para alcanzar los niicleos celulares debido a su baja permeabilidad. Con estos
estudios se ha demostrado que la unién covalente de dichas moléculas a una secuencia de
octaarginina no sélo permite una rapida localizacién nuclear, sino que, también, induce a
una gran aumento de afinidad por las secuencias de ADN ricas en A/Ts (~ 100 veces).
También se ha observado una sinergia entre el agente de reconocimiento del surco menory
la secuencia de poliarginina en la traslocacién celular y localizacién nuclear. Esta estrategia
deberia poder extenderse a otros agentes de reconocimiento del surco menor y por tanto,
podria permitir la entrada eficiente de compuestos en el niicleo celular.

El trabajo incluido en este capitulo ha dado lugar a una solicitud de patente y a un articulo:

Vazquez, O.; Blanco, J. B.; Vazquez, M. E.; Martinez—Costas, J.; Castedo, L.; Mascarefias, J.
L. Compuestos hibridos tripirrol-octaarginina. N° Solicitud: P200802520, 2008.

Vazquez, O.; Blanco, J. B.; Vazquez, M. E.; Martinez—Costas, J.; Castedo, L.; Mascarefias, J.
L. Efficient DNA binding and nuclear uptake by distamycin derivates conjugated to octa—
arginine sequences. ChemBioChem. 2008, 9, 2822-2829.
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Estudios de citotoxicidad

Pensando en una posible aplicaciéon practica de nuestros conjugados con octaarginina nos
parecié interesante analizar de forma preliminar su posible actividad citotéxica. Estos
experimentos fueron realizados por la Unidad de Evaluacién de Actividades Farmacolégicas
de Compuestos Quimicos (USEF) dirigida por las profesoras Mabel Loza y Maria Isabel
Cadavid de esta universidad.

Los estudios de citotoxicidad se llevaron a cabo en la linea celular HeLa y la inhibicién del
crecimiento celular inducida por estos compuestos se evalu6 usando un método
colorimétrico basado en la tincién celular por cristal violeta y posterior acetilacién. Este
ensayo se realiza directamente sobre las células in vivo y es un método rapido de calcular
viabilidad celular en cultivo cuando las células son sometidas a un tratamiento
potencialmente toxico.

Los resultados obtenidos se muestran en las siguiente tabla:

Compuesto Concentracion (WM) % Inhibicién del crecimiento celular
13 (TRP-Flu) 4.5 1+1
B,s (FIu—Ry) 5.9 112

B, (Flu—Rg—TRP) 2.6 20+5

Tabla 4. Resultados del estudio de citotoxicidad.

De forma cualitativa, estos datos sugieren que existe un aumento de actividad citotéxica de
los compuestos asociado a la mejor capacidad de acceso al nucleo celular. De hecho, es el
conjugado octaarginina—tripirrol By, el que presenta un mayor efecto citotéxico a pesar de
haber utilizado la mitad de concentracién en los experimentos.
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Estudios bioldgicos adicionales: leishmaniasis

Actualmente se estd colaborando con el grupo del Dr. Luis Rivas Lopez del Centro de
Investigaciones Biolégicas (CIB, Madrid) en el analisis de la actividad antimicrobiana y
antiparasitaria de este tipo de compuestos; en concreto, se estd evaluando el potencial
leishmanicida, tema en el que el grupo de Rivas es experto.

La leishmaniasis, una de las enfermedades tropicales mas desatendidas, segiin ha
reconocido la OMS, es una infeccién protozoaria crénica causada por las diferentes
especies del género Leishmania que abarca desde lesiones cutineas mdas o menos
benignas, hasta infecciones viscerales que resultan mortales en ausencia de tratamiento. El
parésito es un protozoo digénico™, con una forma extracelular denominada promastigote,
en la cual habita en el insecto vector, y una forma intracelular, llamada amastigote,
responsable de la patologia en vertebrados y que reside en el interior de la vacuola
parasitéfora de los macréfagos del hospedador. Leishmania se comporta frecuentemente
como un patdégeno oportunista, con especial relevancia en coinfecciones con el VIH [148].
Afecta a unos 12 millones de personas en el mundo, con una incidencia anual de dos
millones de casos. Hasta el momento no existe una vacuna contra la enfermedad [149], y
por consiguiente la quimioterapia contintia siendo la tnica opcién en la lucha contra la
enfermedad. Sin embargo, al margen de la toxicidad de algunos farmacos, del complicado
seguimiento de los tratamientos y de su elevado precio, la eficacia de la quimioterapia se
reduce cada vez mas debido a los crecientes fenémenos de resistencia [150]. Por
consiguiente, hay una necesidad urgente de desarrollar nuevas alternativas terapéuticas
contra nuevas dianas aun sin explotar en Leishmania. En este sentido, muchos compuestos
con potencial leishmanicida ven impedida su accién toxica frente al parasito debido a la
permeabilidad selectiva de la membrana plasmatica, lo que en muchos casos determina
un fenotipo resistente. Una herramienta eficaz para salvar este obsticulo es, nuevamente,
el uso de los péptidos penetrantes de células (CCP), capaces de acceder al espacio
intracelular y una vez alli liberar las moléculas a las que se hubieran conjugado.

Considerando todo esto pensamos en evaluar la actividad biolégica de nuestros
compuestos frente a este pardsito dado que, al ser capaces de alcanzar el nicleo celular
con gran rapidez y eficacia y al contener el fragmento tripirrélico, que reconoce secuencias
ricas en A/Ts, pueden presentar un importante potencial en este campo.

Los ensayos preliminares realizados por el Dr. Luque Ortega del grupo de Dr. Rivas
fueron muy prometedores. Los estudios fueron llevados a cabo mediante la incubacién de
los compuestos con células de promastigotes de Leishmania donovani, y como control de
especificidad, la toxicidad se evalué también en macréfagos de la linea tumoral RAW
264.7, y en tripomastigotes sanguineos de Trypanosoma brucei brucei (Ibb). La medida de la
inhibicién de la proliferacién celular se realizé6 mediante la reduccion celular de MTT o de
resazurina. A mayor reduccién, menor inhibiciéon [151].

Resultados iniciales:

TOXICIDAD EN PROMASTIGOTES DE LEISHMANIA DONOVANT: en la figura 85 puede verse los
resultados comparados. El compuesto 13 resultd inactivo frente a Leishmania. Sin
embargo, el hibrido con octaarginina (B;,) muestra un potente efecto téxico en el parasito
con una LCs, de (1.26 + 0.14) uM, en contraposicién a la leve toxicidad de la octaarginina
por si sola, Byg.

* Organismo que necesita a mds de un hospedador para completar su ciclo bioldgico.
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Figura 8s. Representacion de la toxicidad frente a promastigotes de Leishmania donovani de los
compuestos: conjugado octaarginina—tripirrol B;, (@), compuesto con la secuencia de octaarginina sola Bg
(O) y tripirrol marcado con fluoresceina 13 (@).

TOXICIDAD FRENTE A MACROFAGOS: tras 24 horas de incubacién, el compuesto tripirrélico 13
y la octaarginina por separado (B;g) no mostraron actividad citotéxica en el rango de
concentraciones ensayado (figura 86). Al igual que en el caso de la toxicidad frente a
promastigotes, la conjugacién del tripirrol a la octaarginina (B,,) produjo un incremento de
la toxicidad del compuesto. El compuesto conjugado mostré un buen indice terapéutico
(LCsy macréfago/LCs, Leishmania) ya que la toxicidad sobre macréfagos requirié de
concentraciones 8 veces superiores a las letales en Leishmania, obteniéndose una LCs, en
macréfagos de (8.55 + 0.70) uM.
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Figura 86. Toxicidad frente a macrdfagos de los compuestos: conjugado octaarginina—tripirrol B;, (@),
compuesto con la secuencia de octaarginina sola Byg (O) y tripirrol marcado con fluoresceina 13 (®).

TOXICIDAD FRENTE A FORMAS SANGUINEAS DE TBB : evaluamos también la eficacia de
nuestros compuestos frente a esta forma del Tbb. Al igual que en el caso de la toxicidad
frente a promastigotes y macréfagos, la conjugacion del compuesto tripirrdlico a una
octaarginina produjo un incremento de la toxicidad del compuesto sobre formas sanguineas

del parasito (figura 87). La octaarginina por si sola result6é inocua, descartdindose como
responsable del efecto letal del conjugado By ,.
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Figura 87. Toxicidad frente a Tbb de los compuestos: conjugado octaarginina—tripirrol B;, (®), compuesto
con la secuencia de octaarginina sola Byg (O) y tripirrol marcado con fluoresceina 13 (®).

ConNcrusiON: el compuesto tripirrélico inicamente presenta actividad cuando se conjuga a
una octaarginina, probablemente debido a la mejora en sus propiedades de internalizacién
celular. De hecho estudios preliminares de internalizacién celular en promastigotes de
Leishmania donovani realizados sin fijar las células, demostraron que mientras que el
compuesto 13 es incapaz de alcanzar el nicleo celular (figura 88A), el conjugado a
octaarginina aparece localizado en los promastigotes de Leishmania donovani (figura 88B)
después de 30 min de incubacién.

Figura 88. Distribucion celular del compuesto 13 y B, , en promastigotes de Leishmania donovani.
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Conjugados entre dominios de unién de dedos de cincy tripirroles

Objetivo y diserio

El hibrido bivalente A;, constituido por la regién basica de GCN4 y el compuesto
tripirrélico, es capaz de interaccionar con su secuencia consenso de ADN con alta afinidad
(Kp ~ 3 nM a 4 °C) [82]. Animados por el éxito de este disefio, nos planteamos la
extrapolacion de la estrategia bivalente surco mayor/menor a otra familia de factores de
transcripcion, con el fin de comprobar su validez y su aplicabilidad general. Ademas, tal
como se indico en la introduccién, la mayoria de los estudios para el desarrollo de nuevas
versiones sintéticas de factores de transcripcién se han restringido a la familia de los bZIP,
por lo que seria muy interesante disponer de versiones en miniatura de otras familias
menos estudiadas.

Una familia de factores de transcripcién particularmente interesante son los dedos de cinc,
ya que constituyen el grupo mas abundante de proteinas eucariotas que interaccionan con
el ADN. Estas proteinas interaccionan con secuencias especificas de ADN en forma
multimérica, normalmente como trimeros covalentes (véase introducciéon, pagina 19). La
interaccién de estas proteinas con el ADN depende de la coordinacién a iones metalicos,
fundamentalmente iones Zn*>. A pesar de que en las tltimas décadas ha habido numerosos
avances en la preparacién de dedos de cinc recombinantes con selectividades definidas
[152], todavia no se han desarrollado dedos de cinc monoméricos con buenas propiedades
de reconocimiento.

La mayoria de los dedos de cinc interaccionan en forma de oligémeros con el ADN, pero
también existe algin ejemplo aislado de proteinas naturales que estin formadas por una
sola unidad de dedo de cinc. Tal es el caso de la proteina procariota GAGA que presenta un
dominio de unién formado por 65 aminoacidos que se une especificamente a la secuencia
consenso, que le da nombre, GAGAG. Su dominio Cys,His, estd flanqueado por tres
regiones basicas que son cruciales para que se produzca la interaccién con el ADN [153]. De
hecho, el médulo Cys,His, aislado del resto de la proteina, sin estas regiones basicas, no es
capaz de realizar el reconocimiento.

[0
5 10 20 1 30 A 70
GVLSTPKAKRAKHPPGTEKP|RSRSQS|EQP|A KPGVKKEKKSKSG
60
BR, BR, BR,

Figura 89. Izquierda: estructura del complejo entre el ADN y la proteina GAGA (PDB: 1YUI). Derecha:
secuencia del dominio de unién de la misma proteina mostrando la localizacién de las regiones bdsicas.
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Este parecia, pues, un buen sistema para comprobar si seria posible recuperar la capacidad
de unién al ADN de dicho fragmento de dedo de cinc monomérico, al unirlo
covalentemente a un derivado tripirrélico que se inserte en surco menor de una secuencia
vecina. La posicién elegida para realizar la conexién covalente con la molécula tripirrélica
fue la 44, ocupada por un residuo de Arg. En la estructura cristalografica del complejo
GAGA-ADN [154] se observa que este aminodacido estd expuesto a la cara del disolvente y
orientado hacia el surco menor del ADN. Para simplificar la sintesis del conjugado se
decidi6 mutar esa Arg por una Lys, lo cual facilita la conjugacién al poder utilizar la Lys
como nucledfilo.

Figura go. Representacién esquemdtica del disefio.

Siguiendo este disefio se plante¢ la sintesis y evaluacion de tres hibridos que inicamente se
diferencian en el conector entre el motivo Cys,His, y el fragmento tripirrélico. La longitud y
la naturaleza de los conectores son diferentes (esquema 23). Uno tiene un conector corto (~
8.7 A), otro un conector analogo pero més largo (~15.9 A) conteniendo una amina, y un
tercer hibrido posee un conector de longitud intermedia (~ 13.6 A), y con dos aminas en la
cadena de conexiéon entre las unidades de reconocimiento. Estas diferencias entre los
compuestos deberian permitir sacar conclusiones sobre cémo afecta la longitud y la
naturaleza del conector, en estos sistemas, al reconocimiento del ADN.

Hibrido C4 Hibrido C, Hibrido C3
X X X

FYSTNESQSEQPATCPICYAVIK,,QSRNLRRHLELRHF Bele) = I L n

% o< o
(5)4 —=0 —>=0 —%O
HN
X NH
\
N , <<| O < [e) <
O}//\/\XN N e NH g NH g
N Y o
O\\\)\// Mo NH
NH
/
—
2 P
NMez '3
&

Esquema 23. Hibridos bivalentes entre el dominio de unién de GAGA y el agente de reconocimiento del
surco menor de tipo tripirrol.
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Sintesis

La sintesis de estos nuevos hibridos se plante6é del mismo modo que en los otros casos, a
través del acoplamiento del correspondiente tripirrol alquilado y el péptido unido a la resina
y selectivamente desprotegido en la Lys (K,,). En los hibridos C; y C, se pensé en condensar
el anhidrido succinico sobre ese residuo, antes de adicionar 20 o 18.

PN S Q) SEQPATCPICYAVIK,,QSRNLRRHLELRHF Nele TR ¥ o X
) O A :
(), NN )

HN <N NH H 0

o) a HNJ<

O
1) NH
o X = J

N
0 ) N
AN N \ / NMe2
~NA\LNH H 0 P P
_ HN—4 PP QSE.. AVIK,,,QSR...LRHFE® )
| |
o P (>)4 P
NH HN
; o

NMe2 (@]
OH

H
P il P
fbrido Co: Tripi s o N~
Hibrido C4; Tripirrol 20, X = "-;1‘/ SQSE...AVIK44QSR...LRHF

P

H\/\/H\/\/\/ll% P (3)4

Hibrido Cy; Tripirrol 18, X = 52‘/ 0O o H,oN

Esquema 24. Andlisis retrosintético de los hibridos C, y C,.

[ P

JNSEINESQSEQPATCPICYAVIK,,QSRNLRRHLELRHF Jele] N[z SQSE---AVIK44GSR---LRHF
| |
P P

)4
HN H,N

- o
NH
BocN
n = ]
0oC
\ o (()5 N o s
0 \ N o \ N
}/QN \ YQN \W
~N"N\NH H o ~NX,NH H o
— HN‘< . HN‘<
@) O
ANH Cs QNH 21
NMe2 Nl\/lez

Esquema 25. Andlisis retrosintético del hibrido C;.
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La sintesis del péptido comun para los tres compuestos se llevé a cabo siguiendo la
misma metodologia estindar Fmoc de sintesis de péptidos en fase sélida. En el esquema
26 se muestra el procedimiento seguido para la sintesis y la desproteccién selectiva del
grupo Alloc de la Lys.

1. 20% piperidina/DMF

2. Fmoc-aa 31 cicl
HBTU/HOB ciclos
DIEA/DMF 0.2 M
P P P
o
FmocHN—) 20% piperidina/DMF YT ISQSEQPATCPICYAVIK ,,QSRNLRRHLELRHF Y
3. Ac,0, DIEA/DMF 0.2 M P P P P
H
YOS
o

1. Pd(PhgP),4, morfolina
H,O/CH,Cl, 2%

2. TFA, capturadores de
carbocationes

JYSINESQSEQPATCPICYAVIK,;,QSRNLRRHLELRHF Sele]Na R

NH,
GAGA

Esquema 26. Sintesis en fase sélida del dominio de unién Cys,His, de la proteina GAGA.

La desproteccion y rotura del péptido contenido en una pequefia porcién de resina, nos
permitié confirmar mediante EM/HPLC-FR la identidad del péptido que denominamos
GAGA.

3000- 120-
M+4H]*
25001 100-
~ 2000+ 14.34 ~ 801
2 2 M+5H]>"
2 1500 ER [M+
= g 3+
= = M+3H]
S 1000 S 40 [M+eH]™ [
g -
£ 500 £ |
= g [M+7H]7‘|
0 0 1
5 10 15 20 25 30 35 400 600 800 1000 1200 1400
Tiempo (min) —>» Masa (uma/z) —>»

Figura 91. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la desproteccién del péptido GAGA, gradiente 1, A
= 222 nm. Derecha: espectro de masas del péptido. Calcd. para C,5H 5N 530,455, 3724.3. Encontrada:
1242.1 [M+3HJ; 931.7 [M+4H]"; 745.5 [M+5H]*; 621.3 [M+6H]*; 532.7 [M+7H]".

El tripirrol alquilado 18 se sintetizé tal como se ha descrito anteriormente (esquema 11 y
esquema 12). El agente alquilante 22 se sintetiz6 a partir del compuesto comercial 3—
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amino-1-propanol a través de la protecciéon del grupo amino y consiguiente yodacion, tal y
como se muestra en el esquema siguiente [117].

AN 1. BOCQO, Et3N, CH20|2 o N
HO NH2 5, PhaP, imidazol, CH,Clp | ” NHBoc

23 82 %

Esquema 27. Sintesis del agente alquilante 22.

Una vez sintetizado el agente alquilante 22, el fragmento tripirrélico 2 se alquilé en las
condiciones estandar.

o | 11755 NHBec o | H2N
MeoN N N KoCOj3, acetona 65 °C_ MeoN N N
2 2. TFAICH,CI €2
H  \ / AN 2Cl H \ / A
HN

N 80 %

0
HN N
\ \ /
2 20

NHAc NHAc

Esquema 28. Alquilacién del tripirrol 2.

En la siguiente figura se muestra el cromatograma de HPLC final del compuesto
tripirrélico alquilado 20 y su correspondiente espectro de absorcién donde se observa las
dos bandas caracteristicas de estos compuestos a 240 y 304 nm.

600-

400-
T T 500 304nm

2001 400
= 13.16 = 7
> > 240nm
E 200 g 300
T =
< < 200
2 100 iz
[ [
= s 1004

0 0
5 10 15 20 25 30 35 240 280 320 360 400
Tiempo (min) —3» Longitud de onda (nm) —»

Figura 92. Izquierda: cromatograma de HPLC del tripirrol alquilado 22, gradiente 1, A = 222 nm. Derecha:
espectro de absorcion.

La sintesis de los hibridos C; y C, se realiz6 mediante la adicién del anhidrido succinico
sobre el péptido unido a la resina, previamente desprotegido de forma selectiva en la K.
Esta modificacion en la cadena lateral del residuo de Lys permiti6 la posterior condensacion
con el compuesto tripirrélico correspondiente, 20 o 18 usando HATU como agente
activante. La reaccion se completd en 2 h.
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P P
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Esquema 29. Sintesis en fase sélida de los hibridos C; y C,.
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Figura 93. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la reaccién para obtener el hibrido C,, gradiente
3, A =222 nm. Derecha: espectro de absorcién del pico mayoritario.
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Figura 94. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la reaccidn para obtener el hibrido C,, gradiente
3, A =222 nm. Derecha: espectro de absorcién del pico mayoritario.
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En las figuras 93 y 94 pueden verse los cromatogramas de HPLC de los crudos de la
reaccién de acoplamiento del aminotripirrol 20 para dar lugar al hibrido C; (rendimiento
global 20%) y del aminotripirrol 18 para obtener el hibrido C, (rendimiento global 23%)
respectivamente. En ambos casos los espectros de absorcién muestran las bandas
caracteristicas de la parte peptidica y del compuesto tripirrélico. Las identidades de los
conjugados se verificaron mediante espectroscopia de masas.

La obtenci6n del el hibrido C; requiri6 la sintesis de un nuevo agente alquilante. Este se
prepard a partir del compuesto comercial 5—amino—1-pentanol, llevando a cabo las mismas
primeras etapas de reaccién que en el esquema 11: adicion de acrilometilo, proteccién de la
amina secundaria y reduccién del nitrilo para obtener el compuesto 24. La posterior
alquilaciéon de la amina primaria con 2-bromoacetato de bencilo, proteccién con
dicarbonato di-tert—butilo y halogenaciéon dio lugar al yoduro deseado 26. El compuesto
final se caracterizéo mediante RMN y espectroscopia de masas [155].

(0]

HO™ S SN Nl 1.Br\)J\OBn, K2COs3, CH3CN Ho/\/\/\N/\/\N/\[(OBn
Boc 2 2.Boc,0, EtzN, CH,Cly Boc Boc

24 50% 25

I, PhgP, imidazol,
CH,Cl, 96%

OBn
Boc BQO(
26

Esquema 30. Sintesis del agente alquilante 26.

La unidad tripirrélica comtin 2 se alquilé con el yoduro 26 del modo habitual. Una vez
alquilado, el compuesto resultante se desprotegié mediante hidrogenacién catalitica,
liberando el grupo acido, reactivo necesario para realizar el acoplamiento en fase sélida con
el péptido. La identidad del compuesto 21 se verific6 mediante RMN y espectroscopia de
masas.

OH
Boc Boc 0 o
g NN OB

1. s V3gg n BocN
o | K,CO3, acetona, 65°C o 0)
N 2. H,, Pd/C 10%, MeOH N 3

Me,N N 2 . Me MeN N“ ) Boo
H V7, o 4 82 % H o ()
HN HN N
2 \ 21 \ /)

NHAc NHAc

Esquema 31. Alquilacién con el yoduro 26.

A continuacién se muestra el cromatograma del compuesto tripirrélico alquilado 21 y su
espectro de absorcion con las bandas caracteristicas de este tipo de compuestos.
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Figura 95. Izquierda: cromatograma de HPLC del tripirrol alquilado 21, gradiente 1, A = 222 nm. Derecha:
espectro de absorcion.

Tras la sintesis del compuesto 21, se llevo a cabo su acoplamiento en fase sélida con la
parte peptidica del dominio de unién Cys,His, del factor de transcripcién GAGA. Una vez
activado el tripirrol 21 con HATU, éste se adicion6 sobre el péptido GAGA unido a la
resina. Después del tratamiento con TFA se obtuvo el hibrido C; con un de rendimiento
global del 28%.

1. HATU
p =3 DIEA/DMF 0.5M
Tripirrol alquilado 21

SQSE...AVIKMQSR...LRHF Y Y INE SQSE... AVIK,,QSR...LRHF g&e\I o A
P (B) P 2. TFA, O,
4 capturadores de

HoN carbocationes HN o

GAGA 28% c, 2:
NH

()
(NH

\ (()
o 5
N N

NM92

Esquema 32. Sintesis en fase sélida del hibrido C.

El andlisis del crudo de reaccion tras la rotura y desprotecciéon de la resina mediante
EM/HPLC-FR confirmé la presencia de un pico mayoritario atribuible al hibrido deseado
(figura 96). Al igual que en el caso de los hibridos previos (C; y C,) el espectro de absorciéon
de este compuesto muestran las bandas caracteristicas de la parte peptidica (220 nm) y del
compuesto tripirrélico (304 nm). La identidad de todos los conjugados se verifico mediante
espectroscopia de masas.
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1000-
T 800- T
31.57

Fé 600 %
T 400 =
= =
w w)
g g
E 200 E

5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (min) —>»

400+
3501
300
250
200
150
100+

50+

220 nm

304nm

240 280 320 360 400
Longitud de onda (nm) —>»

Figura 96. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la reaccién para obtener el hibrido C;, gradiente
3, A = 222 nm. Derecha: espectro de absorcién del pico mayoritario.
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Estudio del plegamiento y la geometria del dominio Cys,His,

Antes de estudiar los hibridos, se analizaron las propiedades espectroscopicas del dominio
sintético Cys,His, del factor de transcripcion GAGA que posee la Lys de la posicion 44
protegida con el grupo Alloc.

1. 20% piperidina/DMF

2. Fmoc-aa .
HBTU/HOBt 31 ciclos
DIEA/DMF 0.2 M

20% piperidina/DMF
FmocHN

3. Ac,0, DIEA/DMF 0.2 M

TFA, capturadores de
carbocationes 90%

FNSENISQSEQPATCPICYAVIK,,QSRNLRRHLELRHF Seel\a &

H
S
(6]
GAGA-Alloc

Esquema 33. Sintesis del péptido GAGA-Alloc.

En la figura 97 se muestra el cromatograma de HPLC del péptido GAGA-Alloc y su
correspondiente espectro de absorcién. Se puede ver que el péptido presenta la banda de
absorcion tipica en torno a 220 nm, correspondiente a los enlaces amida, y otro maximo a
280 nm, caracteristico del residuo de Tyr. El coeficiente de extinciéon de dicho aminoacido
(€3 = 1,490 cm™M™) se usé para determinar la concentracién de péptido GAGA-Alloc en
disolucién [156].

1000- 400+
T T 350

800 300
. 22.50 = |
5 600l 5 250
E T 200]
T 400 T 1504
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Figura 97. Izquierda: cromatograma de HPLC del péptido GAGA-Alloc, gradiente 2, \. = 222 nm. Derecha:
espectro de absorcion.
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Inicialmente, se estudi6 si el péptido GAGA-Alloc era capaz de plegarse en la
conformacién necesaria para el reconocimiento en presencia del catién Zn*'. Para ello se
monitoriz6 la formacion de hélice oo mediante estudios de dicroismo circular. Los espectros
de DC se registraron a 20 °C y una concentracion de péptido de 5 uM en una disolucién de
tampén:*" TriseHCl 18 mM, pH 7, 50 mM KCl, 1.8 mM MgCl,, 0.5 mM AEDT y 0.5 mM de
DTT.

Los espectros de DC mostraron que la adicién de 10 equivalentes™ de ZnCl, sobre el
péptido provoca cambios espectrales en la regiéon de 200-250 nm, lo que indica una
diferente conformacién del péptido en presencia o ausencia del metal (figura 98). Al
adicionar el metal (¥) se observaron dos cambios significativos con respecto al espectro de
dicroismo circular del péptido GAGA-Alloc sin cinc (O). Por un lado, se produjo una
disminucién en valor absoluto de la elipticidad molar en torno a 200 nm y por otro, la
presencia del cinc induce la aparicion de los picos negativos a 208 y 222 nm caracteristicos
de la estructura de hélice o. Estos cambios son consistentes con los datos espectrales
disponibles de la formacién del motivo del dedo de cinc [157].

A
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Figura 98. CD del péptido GAGA—Alloc en: O ausencia de ZnCl,y ¥ en presencia de 10 equiv de ZnCl,.

Una vez confirmado el plegamiento del motivo Cys,His,, el siguiente paso consistié en
averiguar la geometria de coordinacién del cinc en el complejo mediante estudios de
espectroscopia de absorcién del complejo entre el péptido GAGA-Alloc y el i6n Co** [158].
Los distintos entornos geométricos de los complejos de cobalto muestran espectros de
absorcion caracteristicos, lo que se ha aprovechado para estudiar el entorno de coordinaciéon
en metaloproteinas en general [159], y también, en el caso particular de los dedos de cinc
[160].

Cuando sobre una disoluciéon del péptido GAGA-Alloc de concentraciéon 2 mM (linea
negra) se adicionaron volimenes crecientes de una disolucién de CoCl, de concentracién
300 uM, se observoé la aparicién de nuevas bandas en el espectro (figura 99). La adiciéon de
un exceso molar de cobalto no condujo a cambios en el espectro (linea marrén). Estos
experimentos permitieron confirmar la geometria tetraédrica del metal basindonos en la

*Se observé que el péptido GAGA—-Alloc es insoluble en el tampon fosfato 10 mM, 100 mM de NaCl, pH 7.5 usado
anteriormente en los estudios de los hibridos bivalentes formados por la region bdsica de GCN4. La presencia del reductor

DTT y el pH en torno a 7 en el nuevo tampon son fundamentales para evitar la oxidacion de los tioles de las Cys.

¥ ES necesario exceso de metal debido a elevada afinidad del DTT por el cinc (~ 10").
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teoria del campo ligando y analizando las bandas obtenidas. Las intensas bandas de
absorcion que aparecen en el ultravioleta cercano en torno a 310-340 nm son indicativas de
la transferencia de carga del ligando tiolato al metal [S° — Co (II)]. [161] La absorcién
observada en la regién del visible revel6 una transiciéon electrénica d — d. Es conocido
también, que en los complejos tetraédricos de cobalto dichas transiciones muestran bandas
de absorcién con un coeficiente de extincién € > 300 M" cm™ en la regiéon de 650 + 50 nm
(en nuestro caso: €45=452 M cm™) con un hombro en torno a 575 nm [159a].
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Figura 99. Espectro de absorcion del péptido GAGA-Alloc en: ausencia de CoCl, (linea negra) y en
presencia de cantidades crecientes de CoCl, (lineas de colores, color mds oscuro a mayor concentracion). La
linea marrén se corresponde con la adicién de un exceso molar de CoCl,.

A diferencia de lo que le ocurre al Co*, el catiéon Zn* es inactivo espectroscépicamente
debido a su configuracién diamagnética d'’. Por lo tanto, a través de un experimento
sencillo de competicién se puede tener una idea aproximada de la afinidad relativa del
péptido por esta especie. Sobre una disoluciéon del péptido GAGA-Alloc saturada con
exceso molar de CoCl, (linea marrén) se adicioné una cantidad estequiométrica de ZnCl,,
(linea negra discontinua). Este ensayo de competicién puso de manifiesto que el cinc
facilmente desplaza al cobalto del complejo, reemplazando su entrono tetraédrico.
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Figura 100. Espectro de absorcion del péptido GAGA—Alloc: ausencia de metales (linea negra); en presencia

de exceso molar CoCl, (linea marrdn); en presencia de exceso molar de CoCl, y una cantidad
estequiométrica de ZnCl, (linea negra discontinua).
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Tal como se ve en la figura 100, la adicién de una cantidad estequiométrica de cinc a la
disolucién saturada del péptido GAGA-Alloc con CoCl, elimina la absorcién a 635 y 575
nm, a la vez que reduce la intensidad de las bandas en torno a 310-340 nm,
comprobandose asi la preferencia del péptido por el cinc y la formacion del complejo
tetraédrico esperado.
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Estudio general de la interaccion de los hibridos con el ADN

En primer lugar, los hibridos se evaluaron mediante dicroismo circular para comprobar si,
al igual que fragmento péptido GAGA-Alloc, son capaces de plegarse en la conformaciéon
estable, analoga a la natural, capaz de reconocer la secuencia consenso de ADN. Ademis,
también se estudio el efecto en la conformacién, de la adicién de un oligonucledtido de
doble cadena que contiene simultineamente las secuencias de reconocimiento del factor de
transcripcion GAGA y del tripirrol en posiciones contiguas.

dsADN* Secuencia (5’ a 3°)
AT/GAGAG GAGGATTTTGAGAGTACGCT

Tabla 5. Secuencia del ADN diana usado en este estudio.

Los espectros de DC de los hibridos y del ADN AT/GAGAG se registraron en primer lugar
por separado, en la misma disoluciéon tampodn y concentracion que en el caso del péptido
GAGA-Alloc. Posteriormente, los hibridos C;, C, y C; se incubaron, por separado, con una
disolucién de ZnCl,, durante 5 min y se registré el espectro de DC. Sobre cada disolucién se
adicion6 una cantidad estequiométrica del ADN AT/GAGAG y se registré el espectro de DC.

En los tres casos, los experimentos de DC pusieron de manifiesto que la adicién de ZnCl,
provoca cambios espectrales consistentes con un aumento de estructura secundaria en la
region peptidica. Los resultados indican que la habilidad para formar el complejo Cys,His,—
Zn** se mantiene después de la conjugaciéon del péptido con la molécula de tripirrol.
Asimismo, la adicion del ADN AT/GAGAG sobre este complejo no provoca cambios
significativos en el espectro en la regiéon del UV lejano, pero se observa que induce una
banda de elipticidad positiva a 330 nm, sin duda, como consecuencia de la interaccién del
tripirrol con el surco menor del ADN.

200 220 240 260 280 300 320 340 360 200 220 240 260 280 300 320 340 360

Longitud de onda (nm) ——» Longitud de onda (nm) ——»

Figura 101. Izquierda: espectro de DC del hibrido C,. Derecha: espectro de DC del hibrido C,. En ambos
casos: O hibrido en ausencia de ADN y de metal; ¥ hibrido en presencia de 10 equiv de ZnCl,; @ hibrido en
presencia de AT/GAGAG.

* La nomenclatura del dsADN se refiere a: AT: es la secuencia de reconocimiento del compuesto tripirrélico; GAGAG es
la secuencia de reconocimiento del dominio de union Cys,His, del factor de transcripcion GAGA. Sélo se representa una
hebra.
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Figura 102. Espectro de DC del hibrido C;: O en ausencia de ADN y de metal; ¥ en presencia de 10 equiv
de ZnCl,; @ en presencia de AT/GAGAG.

Los resultados obtenidos mostraron que el comportamiento espectral de los tres hibridos es
similar. Estos datos son consistentes con que la parte peptidica de los hibridos esta
adecuadamente plegada en su conformacién natural, imprescindible para la interaccién en
el surco mayor; ademas, considerando la elipticidad en torno a 330 nm, es muy probable
que la unidad de tripirrol esté insertada en el surco menor del ADN AT/GAGAG.

La capacidad de interaccion de los hibridos sintéticos con el ADN se evalué también
mediante electroforesis de retardo en gel de poliacrilamida (PAGE) a 20 °C. Estos ensayos
se realizaron preparando diferentes disoluciones de concentraciones crecientes del hibrido
correspondiente, en presencia de 10 equivalentes de ZnCl, y con una concentracién
constante de ADN AT/GAGAG (~ 45 pM), previamente marcado con *P en el tampén de
incubacion optimizado para esta nueva familia de factores de transcripcién. Esta incubacién
provoca, en los tres casos, la aparicién en los geles de una nueva banda, cuya migracién es
mas lenta que la banda asignada al ADN solo. Por tanto, esa nueva banda es atribuible a la
formacion de complejos entre el hibrido correspondiente y el ADN AT/GAGAG.

Figura 103. Estudios a través de PAGE en presencia del ADN AT/GAGAG y 10 equiv de ZnCl,. Izquierda:
hibrido C,. Calles 1-5, [hibrido C,]: 0, 20, 400, 600, 1000 nM. Centro: hibrido C,. Calles 1-5, [hibrido C,]:
0, 2, 5, 10, 15 nM. Derecha: hibrido C;. Calles 1-5, [hibrido C;]: 0, 3, 5, 7, 9 nM.

El hibrido C; interacciona con el ADN AT/GAGAG con una afinidad modesta, mientras que
los otros dos hibridos presentan una afinidad por el ADN muy buena, ya que la formacién
del complejo estd casi completada a una concentracién de 10 nM. Esta diferencia de
afinidad debe ser consecuencia del conector entre las dos unidades de reconocimiento. En
concreto, la diferencia tiene que estar relacionada con la presencia del grupo amino en la
cadena de conexién y con la mayor longitud y flexibilidad de la cadena de conexién. Otro
hecho interesante, es que a pesar de que el hibrido C; presenta dos grupos amino en el
conector e interacciona muy bien con el ADN, su afinidad es ligeramente peor que en el
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caso del hibrido C,, donde sélo existe un grupo amino, pero la longitud de la cadena es
mayor.

Ademas, tal y como se esperaba, el fragmento peptidico truncado (GAGA-Alloc), sin la
molécula de reconocimiento del surco menor, fue incapaz de formar complejos estables y
detectables en el gel incluso a la elevada concentracién de 5 pM.

et e
2 3 4 5 6 7 8 9
Figura 104. Estudios a través de PAGE del péptido GAGA—Alloc en presencia del ADN AT/GAGAG con 10

equiv de ZnCl,. Calles 1, 3-9, [péptido GAGA-Alloc|: 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1, 2, 5 uM. Calle 2: control con el
hibrido C, y el mismo ADN; [hibrido C,J: 7 nM.

1

En base a todas estas observaciones y considerando la mayor versatilidad sintética del
hibrido C, se decidi6 centrar los esfuerzos en la caracterizacién detallada del
reconocimiento por parte de este hibrido C,.
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El papel del cinc en el reconocimiento

Desde el descubrimiento de la familia de los dedos de cinc mediante el estudio de la
proteina TFIIIA se puso de manifiesto, a través de espectroscopia de absorcién atémica, la
presencia de una importante concentracién de cinc en estas proteinas aisladas [162]. En los
afios posteriores los estudios de competicién con cobalto y la espectroscopia de DC
demostraron que la presencia de este metal era critica para que el dominio de unién
Cys,His, pudiese adquirir el plegamiento adecuado para el reconocimiento [157], [163].
Considerando estos precedentes, decidimos confirmar que la unién del hibrido C, al ADN
AT/GAGAG dependia de la presencia del cinc.

El estudio de la influencia del Zn** en la interaccién se realizé a través de electroforesis de
retardo en gel de poliacrilamida (PAGE) a 20 °C. Dado que en este tipo de andlisis la
afinidad no es el objeto del estudio, se decidi¢ realizar los experimentos a través de una
técnica mas rapida y comoda que el marcaje radiactivo, pero que a su vez implica el uso de
concentraciones mas elevadas de ADN (~ 50 nM). De este modo, se utilizé el revelado
fluorimétrico del agente SYBR® Gold cuyo modo de actuacién es similar al agente
intercalante bromuro de etidio, pero su sensibilidad es 100 veces mayor [164].

Un hecho sorprendente observado en este experimento fue la complejacioén del hibrido C,
con el ADN AT/GAGAG, incluso cuando no se afiadia ZnCl, al medio.

O R
"’“"5“;‘78

Figura 105. Estudios de PAGE del hibrido C, con el ADN AT/GAGAG. Izquierda: con 10 equiv de ZnCl,;
calles 1-4, [hibrido C,]: 0, 50, 300, 500 nM. Derecha en ausencia de cinc; calles 5-8, [hibrido C,]: 0, 50,
300, 500 nM. El gel se analizé mediante la emisién de SYBR® Gold.

A la vista de este resultado se pens6é que quizas hubiese, en las disoluciones utilizadas,
trazas de metal con una concentracién suficiente para inducir el plegamiento del hibrido y
el consecuente reconocimiento del ADN AT/GAGAG. Para verificar esto, se decidi6 repetir
los experimentos de electroforesis sustituyendo todos los reactivos por otros con un grado
de pureza maximo [165]. El uso de estos reactivos ultrapuros (NaOH, acido bérico,
Trizma®base, AEDT, KCl y MgCl,) confirmé la dependencia del cinc en el reconocimiento
especifico de ADN. En presencia del metal la mitad de la fraccién unida se alcanzé en torno
a concentraciones de 100 nM y en su ausencia, con reactivos ultrapuros, no se detect6
ninguna banda en el gel a més del triple de concentracién.

e -t
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Figura 106. Estudio de PAGE del hibrido C, y del ADN AT/GAGAG usando reactivos ultrapuros. Izquierda:

con 10 equiv de ZnCl,. Derecha: en ausencia de metal. En ambos: calles 1-6, [hibrido C,]: 0, 50, 100, 150,
250, 350 nM. Los geles se analizaron mediante la emisién de SYBR® Gold.
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Con el fin de confirmar de forma adicional la necesidad de coordinacién del metal, se
programaron experimentos control con hibridos en los que los residuos coordinantes de
Cys se bloquearon mediante la sustitucién por residuos de serina (hibrido C,), o por
alquilaciéon con bromoacetato de etilo (Cs ).

En el esquema 34 se muestra la reacciéon final de acoplamiento entre la regiéon peptidica
mutada con serinas y el aminotripirrol 18. La sintesis de este hibrido C, se realizé de forma
analoga a la del hibrido C, (esquemas 26 y 29). La figura 107 muestra el cromatograma de
esta reaccion, tras la rotura del hibrido de la resina y su espectro de absorcién. La identidad
del hibrido C, se confirmé por espectroscopia de masas.

0=°~_0
1.
DIEA/DMF 0.5M
2. HATU
P P DIEA/DMF 0.5M
PPN S Q. SPISYAVIK,,QSR...HF X NVINE S Q... SPISYAVIK,,QSR...HF Je e\ T8
P ( p 3.Tripirrol alquilado 18 M)
)4 4. TFA,capturadores 4
H2N de carbocationes HN
20% 0
GAGA-Ser Cy
(6]
NH
(<)
NH

\
N
Ow}uj\ @ )

NN NH
— HN
O

=
NH
/
)

NM92

Esquema 34. Sintesis del hibrido C, donde las Cys de la region peptidica fueron mutadas por Ser.

250+ 2500-
T 200 S197 T 2000450 m
%f 150 % 15004
= 100 = 10004
S -
g 5 2
g 1 g 5001
E E 304nm
0 0
5 10 15 20 25 30 35 240 280 320 360 400
Tiempo (min) —3» Longitud de onda (nm) —3»

Figura 107. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la reaccién para obtener el hibrido C,,
gradiente 2, \ = 222 nm. Derecha: espectro de absorcion.
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La sintesis del hibrido C; se realiz6 mediante alquilacién directa del hibrido C, en
disolucién acuosa y siguiendo las condiciones expuestas en el esquema 35.
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Esquema 35. Alquilacion de las Cys del hibrido C,.

La reaccién se siguié mediante EM/HPLC-FR observandose la conversién completa del
hibrido C, en el conjugado alquilado Cs después de cuatro horas de reaccién. En la figura
108 puede verse la evoluciéon de la reaccién a tiempo cero y después de cuatro horas. La
identidad del nuevo conjugado se verificé por espectrometria de masas.
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Figura 108. Izquierda: cromatograma de HPLC de la reaccion para obtener el hibrido Cs a diferentes
tiempos, gradiente 2, A = 304 nm. Derecha: espectro de masas del péptido: calcd para CyysH336Ng3055S,:
4617.3. Encontrada: 1154.9 [M+4H]""; 924.0 [M+5H]".

Los experimentos de PAGE a 20 °C con los hibridos C, y Cs confirman que al bloquear las
posiciones coordinantes del cinc se pierde la capacidad de formar complejos con el ADN
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diana, ya que no se detecté ninguna banda superior en el gel. Estos resultados corroboran la
necesidad del metal a la hora de formar complejos estables con el ADN.

T 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Figura 109. Estudio a través de PAGE en presencia del ADN AT/GAGAG. Izquierda: hibrido C,. Calles 1,3—
5, [hibrido C,J: 0, 100, 300, 500 nM. Derecha: hibrido Cs. Calles 1,35, [hibrido Cs]: 0, 200, 500, 1000 nM.;

En ambos geles calle 2: control con el hibrido C,, 10 equiv de ZnCl, y ADN AT/GAGAG; [hibrido C,]: 400
nM. Los geles se analizaron mediante la emisién de SYBR® Gold.

También se evalué el efecto de otros metales en la interaccién; para ello se realizaron
estudios de PAGE a 20 °C incubando el hibrido C, con el ADN diana AT/GAGAG, en
presencia de otros metales diferentes al cinc. Tal como podria esperarse, sélo con los
cationes Zn* y Co* (homologos desde el punto de vista de sus caracteristicas de
coordinacién) se forman complejos detectables en el gel. La ausencia de bandas de
complejacién en los otros casos es consistente con una peor coordinacion, o bien con una
geometria diferente que imposibilita el plegamiento del péptido en su forma activa [166].
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Figura 110. Estudio de la influencia de los distintos metales en la unién del hibrido C, con el ADN
AT/GAGAG través de EMSA Calles 2—8, metales respectivamente: Zn™, Cd*, Pb*, Hg*, Co™, Cu*, Fe™.
Calle 1 [hibrido C,]: 0 nM; calles 2—8 [hibrido C,]: 500 nM. El gel se analizé por emisién de SYBR® Gold.

Mediante dicroismo circular se observd que, tal como cabria esperar, el complejo con
cobalto presenta cambios conformacionales similares a los observados en el caso del
complejo con cinc.
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Figura 111. Espectro de DC del hibrido C,: O en ausencia de ADN y de metal; ¥ en presencia de 10 equiv de
CoCl,; @ en presencia de AT/GAGAG.
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Estudio de la afinidad y la selectividad en la interaccién del hibrido C, con el ADN

Para analizar la selectividad de la interaccion con el ADN se realizaron experimentos de
electroforesis de retardo en gel de poliacrilamida (PAGE) con diferentes secuencias de ADN
que contenian mutaciones especificas en las zonas de reconocimiento del surco mayor y/o
menor.

Los estudios de PAGE se realizaron a 20 °C y se utilizaron los siguientes oligonucleétidos
de doble cadena:

dsADN™ Secuencia (5’ a 3’)
AT/GAGAG GAGGATTTTCGAGAGTACGCT
ATm/GAGAG GAGGCTTCCGAGAGTACGCT
AT/GAGct GAGGATTTTGAGCctTACGCT
AT/cAGAG GAGGATTTTcAGAGTACGCT
AT/cAGct GAGGATTTTCAGtTACGCT
AT/cAtAG GAGGATTTTCAtAGTACGCT
AT/cAGAt GAGGATTTTCAGALTACGCT
AT/GAagG GAGGATTTTGAagGTACGCT

Tabla 6. Secuencias de los ADN usados en este estudio.

Tal y como se esperaba, si se elimina la secuencia de adeninas necesaria para la unién de la
molécula tripirrélica, se inhibe completamente la interaccién con el ADN. Este resultado
resalta la importancia de las interacciones complementarias establecidas por el agente de
reconocimiento del surco menor en la formacién de complejos estables con el ADN y
secunda el modelo de unién bivalente, propuesto para estos hibridos.

2 3 4 5

1 2 3 4 5 1

Figura 112. Estudio a través de PAGE del hibrido C, con 10 equiv de ZnCl,. En ambos casos calles 1-5,
[hibrido C,j: 0, 100, 200, 400, 1000 nM. Izquierda: en presencia del ADN AT/GAGAG. Derecha: en
presencia del ADN ATm/GAGAG. Los geles se analizaron mediante la emisién de SYBR® Gold.

Con respecto a la selectividad del reconocimiento de la parte peptidica del hibrido, las
mutaciones cuidadosamente disefiadas en su zona de reconocimiento desvelaron
informacion muy interesante.

™ En esta nomenclatura de los ADN tinicamente se representa la secuencia de una de las hebras; las bases mutadas en

la region de reconocimiento del factor de transcripcion GAGA con respecto a la secuencia diana AT/GAGAG estin
representados en mintisculas. ATm/GAGAG hace referencia a la mutacién en la region de reconocimiento del fragmento

tripirrélico.
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Como se muestra en la figura 113 (A y B), la incubaciéon del hibrido C, con los ADNs
AT/GAGct y AT/cAGAG condujo a la formacién de bandas bien definidas en el gel,
comparables a las observadas con el ADN diana (AT/GAGAG). Sin embargo, las
subsiguientes mutaciones que eliminan una de las guaninas restantes provocan una
disminucién critica en la afinidad (ADNs: AT/cAGct, AT/cAtAG y AT /cAGAL).

AT/GAGct AT/cAGAG
A) Li L B)

e e e o -
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- [
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Figura 113. Estudios de PAGE del hibrido C, con los correspondientes ADNs y con 10 equiv de ZnCl,. Calles
2-5 [hibrido C,]: 100, 200, 400, 1000 nM (A—F). Calle 1 en los experimentos: C, D'y F control con [hibrido
C,]: 400 nM y ADN AT/GAGAG. Calle 1 en los experimentos: A, B, E [hibrido D,]: 0 nM. Los geles se
analizaron mediante la emisién de SYBR® Gold.™"

En el caso del ADN AT/GAagG (figura 113 F), se detecté6 una nueva banda, de menor
intensidad, que se desplaza mas lentamente que la observada con los ADNs: AT/GAGAG,
AT/GAGct y AT/cAGAG. Dicha banda es consistente con un modo de reconocimiento no
especifico en el cual el fragmento Cys,His, del hibrido no esté interaccionado con las bases
del surco mayor. Para comprobar las diferencias de afinidad y desplazamiento de los dos
complejos se llevé a cabo una electroforesis conjunta con los dos ADNs: AT/GAagG y
AT/GAGAG que confirmé la mayor afinidad por este ultimo.

e b B ™
UHUwuw w i b

1 2 4 5 6 7 8 9 10

Figura 114. Experimento de competicion con los ADNs AT/GAGAG y AT/GAagG en presencia del hibrido
C, y con 10 equiv de ZnCl,. Calle 1 [hibrido C,]: 0 nM; Calle 2 control con el ADN AT/GAGAG
exclusivamente y [hibrido C,]: 400 nM. Calles 3—9 ambos ADNs con [hibrido C,]: 50, 100, 200, 300, 400,
600, 1000 nM. Calle 10 control con el ADN AT/GAagC exclusivamente y [hibrido C,]: 400 nM. El gel se
analizé por emisién de SYBR® Gold.

i 1g desaparicion de las bandas a elevadas concentraciones es probablemente debida a la precipitacion del ADN por la

formacién de miiltiples especies [147).
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Los resultados anteriores muestran que el sistema acepta mutaciones en la regiéon de
reconocimiento del péptido, pero, solamente, hasta cierto punto. Los datos disponibles de la
estructura del complejo del factor de transcripciéon natural GAGA y el ADN indican que la
unidad Cys,His, interacciona de forma especifica con la triada GAG mientras que las dos
regiones basicas BR,; y BR, se unen a las otras bases A y G de la secuencia GAGAG [167].
Esto sugiere que lo importante, para lograr la interacciéon de elevada afinidad del hibrido C,
con el ADN, es preservar la presencia de la triada GAG a una distancia adecuada de la
regiéon de reconocimiento de la molécula tripirrélica (ATTTT).

Figura 115. Interaccion de la proteina natural GAGA y la triada GAG.

Para confirmar esta hipétesis se realizaron una serie de estudios de PAGE a 20 °C, con
oligonucleétidos donde las secuencias de reconocimiento ATTTT y GAG se encontrasen a
diferente distancia.

dsADN™" Secuencia (5’ a 3’)

AT/cGAG GAGGATTTTcGAGTACGCTG
AT/caGAG* GAGGATTTTcaGAGAGTACG
AT/cgcGAG GAGGATTTTcgcGAGTAGCT
AT/caacGAG GAGGATTTTcaacGAGTACG

Tabla 7. Secuencias de los ADN usados en los estudios de PAGE.

En la figura siguiente se muestran los resultados obtenidos en los experimentos de PAGE.
Considerando de manera global estos tltimos resultados y los observados en la figura 113
C, Dy E, se verificoé que hay interaccién siempre y cuando la triada GAG esté presente y se
sittie en la cercania de ATTTT.

5610 se representa una de las hebras del ADN de doble cadena.
*% Es conveniente recordar que en los estudios de selectividad de la parte peptidica (figura 113) ya se probé el ADN
AT/cAGAG donde la triada de reconocimiento GAG estd también separada por 2 pb.
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AT/cGAG AT/caGAG
A) B)
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Figura 116. Estudios de PAGE del hibrido C, con ADNs con distintos espaciadores entre sus secuencias
consenso y con 10 equiv de ZnCl,. Calles 2-5 [hibrido C,J: 100, 200, 400, 1000 nM (A-D). Calle 1 en los
experimentos: A, C'y D [hibrido C,]: 0 nM. Calle 1 en el experimento B, control con [hibrido C,]: 400 nM y
ADN AT/GAGAG. Los geles se analizaron mediante la emisién de SYBR® Gold.

Tras el estudio detallado de la selectividad en la interaccién del hibrido C,, para completar la
caracterizacion se determiné su afinidad a través de una valoraciéon con el ADN AT/GAGAG
marcado radiactivamente. Esta permitié calcular una constante de disociaciéon aproximada
para el modo de unién 1:1, K, = (2.5 £ 0.3) nM a 20 °C, la cual representa una de las
mejores afinidades logradas hasta la fecha por miméticos artificiales de factores de
transcripcién [168].

T 0,8 P 1 3
P :
'g 0,6 —
B ded B
S 04-
e E
12 3 4 567 8 910 %o [/,
&
0 \ \ I |
0 2 4 6 8 10

Concentracion (nM) —3»
Figura 117. Izquierda: valoracién radiactiva del hibrido C, con el ADN AT/GAGAG y 10 equiv de ZnCl,.

Calle 1-10, [hibrido C,]: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 nM. Derecha: isoterma de unidn resultante del andlisis
desiométrico del gel de la misma figura.
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Conclusiones

Con este trabajo se ha demostrado que la estrategia de interaccién surco mayor/surco
menor es aplicable a la familia de factores de transcripciéon de los dedos de cinc, de manera
que la unién de una molécula tripirrélica a un solo dominio Cys,His, permite el
reconocimiento especifico y de alta afinidad de la triada GAG cuando ésta se sitlla a una
distancia adecuada de una secuencia rica en A/Ts.

El hibrido C, constituye el primer ejemplo de un dedo de cinc monomérico y sintético que
logra tal grado de afinidad y selectividad por su secuencia consenso [169], aportando nuevas
posibilidades a la ingenieria de fragmentos de reconocimiento de ADN.

El trabajo incluido en este capitulo se publicé en:

Vazquez, O.; Vazquez, M. E.; Blanco, J. B.; Castedo, L.; Mascarefias, J. L. Specific DNA
recognition by a synthetic, monomeric Cys,His, zinc finger peptide conjugated to a minor
groove binder. Angew. Chem. 2007, 46, 6886—6890.
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Estudios cristalogrdficos preliminares sobre el complejo del ADN con el hibrido C,

Con el fin de obtener informacién estructural, se iniciaron estudios encaminados a la
cristalizacién de los complejos ADN-C, y a su resolucion mediante difracciéon de rayos X.
Estos experimentos se realizaron en colaboraciéon con el Dr. Pablo Guardado perteneciente
al grupo del investigador Mark J. van Raaij (CSIC).

Inicialmente, se probaron las condiciones del kit de cristalizacion Natrix, (Hampton
Research) con el hibrido C,y el ADN AT/GAGAG en una relacién (1: 1.5). En ese caso se
observé que, aunque el hibrido y el ADN eran solubles a concentraciones en torno a 2 mM
e, incluso superiores, la adiciéon del ADN sobre el hibrido C, provocaba la precipitaciéon
instantdnea de un soélido blanco. Estos cambios de solubilidad suelen ser indicativos de la
formacion de complejos especificos entre proteinas y ADN [170]. Normalmente la adicién
de un par de gotas de TriseHCIl 1M suele restablecer la disolucién; sin embargo, en nuestro
caso no fue asi, por lo que nos vimos obligados a diluir la concentraciéon del complejo a 500
uM, lo cual desafortunadamente, desfavorecia la formacion de cristales de un tamafio
adecuado.

Tras probar 96 condiciones, después de dos semanas se observd que se obtenian muchos
cristales, aunque de tamafio muy reducido, con la condicién de cristalizaciéon: KCl 0.1 M,
CaCl,#2H,0 0.01 M, HEPES 0.05M pH 7, PEG 400 10%. Se intento refinar pero en ningiin
caso se lograron cristales de tamafio suficiente para poder ser difractados.

Figura 118. Microcristales obtenidos en los primeros expermientos.

Posteriormente en el centro Partnership for Structural Biology se realizé un ensayo robético
masivo de condiciones. Con estos nuevos experimentos se obtuvieron dos condiciones
prometedoras de las 1632 ensayadas por el robot.

a) MPD 65%, TriseHCI 0.1M pH 8, CaCl, 200 mM.

Estas condiciones dieron lugar a cristales pequefios, sin forma definida, que no
difractaron.

b) MPD 65%, MES monohidratado 0.1M pH 6, CaCl, 200 mM.

Con estas nuevas condiciones se obtuvieron cristales hexagonales de tamafio
suficientemente grande para poder ser difractados; sin embargo, sélo se pudo llegar
a una resoluciéon de 12 A, que permiti6 verificar la formacién de un patrén de
difracciéon tipico de fibras de ADN, lo que demostr6 la presencia inequivoca del
ADN en el cristal.
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Figura 119. Izquierda: patrén de difraccion presentado por el cristal hexagonal. Derecha: foto del cristal
hexagonal.

Tomando como base la informacién obtenida en estos estudios preliminares, se pensé en
modificar otra variable muy importante: la longitud del ADN. Este es uno de los pardmetros
mas complicados de optimizar en este tipo del cristalografia y ha demostrado ser un factor
determinante a la hora de obtener buenos cristales de complejos ADN-proteina [171]. A
pesar de que la determinacién de la secuencia adecuada lleva implicita una serie de ensayos
de tipo prueba y error, se suele tomar como principio general el uso de la minima unidad
funcional flanqueada con un ntimero pequefio de pares bases adicionales (1 a 5). En la
practica un tnico giro helicoidal (10-12 pb) es, a menudo, el punto de partida, ya que por
debajo de esta longitud es probable que la conformacién de doble hélice del ADN no sea
estable a temperatura ambiente. Por ello, pensamos en reducir la secuencia de 20 pares de
bases del ADN AT/GAGAG.

Para reducir la longitud, la secuencia de los pares de bases adicionales que flanquean la
regiéon de interaccién es otra variable a tener en cuenta en el disefio. La terminacién mas
sencilla de un ADN de doble cadena es el llamado extremo romo, donde las hebras acaban en
bases apareadas; sin embargo, a menudo se ha observado que el extremo del ADN de un
cristal se empaqueta con otro extremo de ADN. Esta terminacién se conoce con el nombre
de extremos complementarios (sticky ends) y contienen normalmente una o dos bases
desapareadas. En los nuevos experimentos se decidié probar dos secuencias reducidas del
ADN AT/GAGAG cada una con un tipo de extremo.

dsADN* Secuencia (5’ a 3’)
e
(AT/GAGAG)r Gcﬁ;g%
(AT/GAGAG)c G?KK%C

Tabla 8. Secuencias de ADNs usados en los primeros ensayos de cristalizacién.

Con estas nuevas secuencias se obtuvieron cristales en condiciones similares a las
estudiadas anteriormente. Esto es una fuerte indicacion de que los cristales obtenidos

* En esta nomenclatura de los ADN ty c hacen referencia a los extremos romos y complementarios, respectivamente.
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anteriormente eran de complejo y no de ADN. Lamentablemente, en todos los casos los
cristales obtenidos fueron demasiado pequenos para hacer estudios de difraccion.

Finalmente, se hizo un nuevo intento de refinar la longitud del ADN probando con nuevas
secuencias:

dsADN™ Secuencia
(A/GAG)r,, Cccc%mﬁgég
(A/GAGc,, GCGGC CéATﬁATIT\%CGCGGcCG
(A/GAGAG)r,, %GCCGA:«TP}»:%&G
(A/GAGAG)c,, G%%%ﬁﬁ%cc
(A/GAG)c,, e gggﬁ#%gccc
(A/GAGAG)c, e gg g:#:«(%gg C

Tabla 9. Secuencias de ADNs usados en los segundos ensayos de cristalizacién.

Desafortunadamente los resultados obtenidos con estas secuencias fueron bastante
parecidos a los anteriores, apareciendo cristales demasiado pequefios. Los mejores cristales
se obtuvieron con el ADN (A/GAGAG)c,, y la condicién: MPD 22-25%, TriseHCl pH 7.2,
CacCl, 200 mM pero no difractaron.

¥

ALY

Figura 120. Fotografia de los cristales obtenidos en la mejor condicién. En medio de los microcristales
pueden verse cristales suficientemente grandes como para ser difractados.

El hecho de haber obtenido cristales nos anima a seguir intentando en el futuro la
cristalizacién de este tipo de complejos probando nuevas secuencias, y/o intentando
mejorar las condiciones de solubilidad del complejo para poder obtener una mayor
concentraciéon de complejo en disolucién y, consecuentemente, cristales de mayor tamafo.

** En esta nomenclatura los subindices numéricos hacen referencia al niimero de bases en la secuencia.
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Aza-bis(benzamidinios): nuevos agentes fluorogénicos para unir ADN

Objetivo y diserio

Este proyecto surgié en el contexto de la béisqueda de sustitutos de los compuestos
tripirrélicos utilizados como agentes de reconocimiento del surco menor. Estdbamos
interesados en encontrar alternativas que pudiesen ser mas faciles de sintetizar y modificar.
Dentro de las diferentes posibilidades, los agentes dicatiénicos de tipo propamidina (27)
nos parecieron los mas atractivos. Estas moléculas, a pesar de su sencillez estructural,
presentan selectividad por las regiones ricas en A/Ts del surco menor y muestran mejores
propiedades de transporte a través de las membranas celulares que los agentes de
reconocimiento del surco menor de tipo distamicina.

HoN 5 NH
Distamicina 7H/ 2 Propamidina (27) 2

NH,
A
NH,

Figura 121. Interaccién de los dos agentes de reconocimiento del surco menor. Izquierda: estructura del
complejo entre el ADN y la distamicina. Derecha: estructura del complejo entre el ADN y la propamidina.

El analisis de la configuracién electréonica de la propamidina hizo postular que esta
molécula podria presentar propiedades fluorescentes interesantes, debido a la
configuracién dador/aceptor [172] de la unidad 4-carbamimidoilfenoxi. Merece la pena
recordar en este punto que, en los sistemas de electrones deslocalizados la transicion de
menor energia es la 1 — w* [173]. La fluorescencia de este tipo de moléculas estd
intimamente relacionada con la polarizacién de los electrones m. En una estructura
coplanar, el movimiento de los electrones w se ve favorecido por la presencia de un grupo
dador (-OR, en el caso de la propamidina) en un extremo y uno aceptor en el otro
(amidinio, en el caso de la propamidina) [174].

Las particularidades de esta configuracién electréonica pueden determinar que las
propiedades de emisioén sean sensibles a la naturaleza del medio en el que se encuentre. Es
conocido, por ejemplo, que las diferencias en la polaridad del disolvente provocan cambios
espectroscopicos en su absorcion y fluorescencia. Estos cambios se conocen con el nombre
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de cambios solvatocromicos y son la evidencia experimental de las variaciones en la energia de
solvatacién de las moléculas [175]. Los compuestos solvatocromicos normalmente emiten
débilmente en medios polares y, sobre todo, en disolvente proéticos, pero suelen presentar
un buen rendimiento cuantico de emisiéon cuando se encuentran en disolventes apolares o
ambientes hidrofébicos, caracteristicas que han hecho que presenten un gran interés en el
disefio de biosensores [176].

Considerando estos argumentos, parecia razonable pensar que el ambiente relativamente
hidrofébico del surco menor del ADN, donde se inserta la propamidina, podria provocar un
aumento de la fluorescencia de esta molécula. Desafortunadamente, la longitud de onda de
excitacion de la propamidina (260 nm) coincide con la absorcién del ADN, lo que
imposibilita su excitaciéon selectiva; esto nos llevé a considerar la sintesis de analogos de
propamidina que presentasen mayores longitudes de onda de excitacién. Considerando el
mejor caracter dador del nitrégeno y los momentos dipolares calculados para las moléculas
que se muestran en la figura 122, que confirman la mayor polarizacién como consecuencia
de la sustitucién del O por un N, se pensd en sintetizar el andlogo nitrogenado de la
propamidina: N, N’-bis(4—amidinofenil)propano-1, 3—diamina, a la que bautizamos con el
nombre de BAPPA (28).

OMe NHMe

- . ) @
, HaN"~NH, HaN" " NH;
uw=2.8D u=48D

Figura 122. Representacion de las densidades electronicas y del momento dipolar de los dos sustituyentes de
la unidad benzamidinio calculado con el programa Spartan’08 (Wavefunction, Inc.; Irvine, CA).

Este nuevo compuesto BAPPA (28) deberia presentar propiedades de emisién fluorescentes
dependientes de la polaridad, que podrian permitir el estudio del proceso de complejaciéon
con el surco menor del ADN mediante métodos fluorescentes. Se esperaria que la insercién
en el surco menor del ADN generase un aumento de la sefial de fluorescencia.

H H
[er\/\/N
H2N \©\(NH2
+\ /+

HoN BAPPA (28) NH;

Figura 123. Representacion esquemdtica de la interaccién de BAPPA con el ADN que debiera conllevar un
aumento de su fluorescencia. BAPPA se representa como una cinta naranja.
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Sintesis

La sintesis de la propamidina (27) y de BAPPA (28) se realiz6 siguiendo procedimientos
publicados previamente [177]. Tal como era de esperar, estos agentes de reconocimiento del
surco menor son mucho mas accesibles sintéticamente que los compuestos tripirrélicos
(esquemas 36y 37).

La propamidina se sintetiz6 siguiendo una secuencia de tres reacciones: una sustitucién
nucledfila, donde el compuesto comercial 4-hidroxibenzonitrilo (29), previamente
desprotonado, se adicioné sobre el 1, 3-dibromopropano (30); una reacciéon Pinner [178],
donde los grupos nitrilos del bis(benzonitrilo) resultante en la reaccién anterior se
transforman en imidatos gracias a la accién de una corriente de HCI gas; y finalmente, el
intercambio de los grupos iminoéteres por amidinios mediante la adicién de una disolucién
de amoniaco.

/©/OH Bra_~_DBr NaH, EtOH, 90°C_ /©/O\/\/O\©\
0,
NC 8% NC CN

29 30 31

1. HCl(g), EtOH

2. NH3 2M, EtOH, 55°C
3. Purificacion

H,0, 0.1% TFA/
MeOH, 0.1% TFA

73%
O ~.©0
HoN NH
HN Propamidina (27) NH;

Esquema 36. Sintesis del agente de reconocimiento del surco menor propamidina (27).

La sintesis de BAPPA fue idéntica a la de la propamidina, salvo en el primer paso, que
consistié en una sustitucion nucledfila aromatica sobre el 4-fluorobenzonitrilo comercial
(32), que se encuentra activado por el caracter aceptor del grupo nitrilo [179].

/©/F H,N__~_ NH, EtN, DMSO, 125°C /©/ @\
0,
NG 70% NG N

32 33 34

1. HCl(g), EtOH
2. NH3 2M, EtOH, 55 °C
3. Purificacion
H,0, 0.1% TFA /
MeOH, 0.1% TFA

49%

N
HoN NH
2 +ﬁ \©¥ 2

HoN BAPPA (28) NH;

ZT
ZT

Esquema 37. Sintesis del agente de reconocimiento del surco menor BAPPA (28).
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En la siguiente figura se muestran los cromatogramas de HPLC finales de la propamidina y
de BAPPA, respectivamente. La identidad de estos compuestos se verific6 por RMN vy
espectroscopia de masas.

200-
5604
T 150 T 480
> 2 400 16.58
E 100 E
= 17.07 S 320
3 |
£ 50 g 240
3 2
£ E
= 1601
0- T T T T T 1 T T T T T 1
5 o 15 20 25 30 35 5 o 15 20 25 30 35
Tiempo (min) —3» Tiempo (min) —>»

Figura 124. Izquierda: cromatograma de HPLC de la propamidina (27). Derecha: cromatograma de HPLC
de BAPPA (28). En ambos cromatogramas: gradiente 3, A = 222 nm.

Tal como se esperaba, la sustituciéon de los oxigenos de la propamidina por los nitrégenos
en la molécula BAPPA provoca un desplazamiento batocrémico de mas de 50 nm en el
maximo de absorcion [180].

Absorbancia —>»

o4 N D

200 250 300 350 400
Longitud de onda (nm) —>»

Figura 125. Espectros de absorcién de los compuestos: propamidina (linea discontinua) y BAPPA (linea
continua).
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Estudios de fluorescencia: dependencia del medio

Una vez sintetizado el analogo de nitrégeno BAPPA, se procedi6 a la caracterizacién de sus
propiedades de fluorescencia, encontrandose que la longitud maxima de emisiéon es de 391
nm, y el espectro de excitacién muestra un maximo a 329 nm, lo que permite su excitacién
selectiva en presencia de oligonucleétidos.
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Figura 126. Izquierda: espectro de emisién de BAPPA a 315 nm. Derecha: espectro de excitacién de BAPPA
a 391 nm.

Con estos sencillos experimentos y con el espectro de absorciéon de BAPPA se pudo calcular
el desplazamiento de Stokes. [173a] El desplazamiento de Stokes es la diferencia entre el
maximo de la longitud de onda de absorcién de una molécula y el maximo de la longitud de
onda de emision expresado en ntimeros de onda: AV =V, —V, (cm™).

Este parametro es importante porque puede proporcionar informacion sobre los estados de
excitacion, por ejemplo, cuando el momento dipolar de una molécula es mayor en el estado
excitado que en el fundamental, el desplazamiento de Stokes aumenta con la polaridad del
disolvente.

391nm

ABSORBANCIA EMISION

Aa A
Longitud de onda (nm) —3»

Figura 127. Desplazamiento de Stokes de BAPPA.

Desde un punto de vista practico, la detecciéon de una especie fluorescente serda mas facil
cuanto mayor sea su desplazamiento de Stokes. El desplazamiento de Stokes de BAPPA es
de 6,170 cm™ mayor que el de fluoréforos como la benzoxazinona BOZ 7 (3,540 cm™) o la
rodamina 6 G (1,010 cm™).
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La naturaleza dipolar de BAPPA trae como consecuencia una fuerte dependencia de la
emision de fluorescencia con el disolvente. Asi, la intensidad de la emisién se incrementa al
aumentar la hidrofobicidad del medio, de manera que BAPPA casi no es fluorescente en
agua, mientras que en metanol presenta una importante emisién, y ésta todavia es mayor
en el caso del isopropanol (figura 128). Curiosamente, y en contraste con otros croméforos
dador/aceptor [176a], la intensidad en disolventes polares no préticos, como la DMF, es mas
débil que la observada con los disolventes préticos metanol e isopropanol. En el caso del 1,
4—dioxano y tetrahidrofurano se observd ademdas una emision dual de fluorescencia. La
banda a longitudes de onda mayores podria ser explicada por la formacién de un excimero
intramolecular [181].
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Figura 128. Fluorescencia de una disolucién de BAPPA 0.5 uM en distintos disolventes. Izquierda: O agua;
O metanol; A isopropanol; @ 1, 4—dioxano; M THF y A DMF. Derecha: diferente escala para visualizar
mejor las diferencias de los espectros donde la fluorescencia es menos intensa, se sigue el mismo cddigo.
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Interaccién de BAPPA con el ADN

Una vez demostrada la dependencia de la fluorescencia de BAPPA de la polaridad del
medio, se estudiaron los cambios en la emisién que ocurren al anadir, sobre una disolucién
de BAPPA sucesivas alicuotas de ADN con una secuencia rica en A/Ts. En la figura 129
puede verse que la adicién de un ADN horquilla con la secuencia de unién AATTT (ADN
AATTT, tabla 10) provocé un aumento de mas de 10 veces en la intensidad de emisién de
fluorescencia en comparacién, con la detectada para la molécula sola en disolucién. Este
gran aumento de la intensidad de emisién podria ser debido al cambio del entorno
experimentado por molécula como consecuencia de su insercién en el surco menor del
ADN [182].

£ 510 387nm

J O

= N\

2 4104 \

@T 3 10%

= 1 \
3 \
s 210 \\
g 1104

0= , ==
350 400 450 500
Longitud de onda (nm) —>»

Figura 129. Espectros de fluorescencia de la valoracion de BAPPA (0.5 uM en TriseHCl 20 mM pH 7.5,
NaCl 100 mM) con el ADN horquilla AATTT.

Para poder establecer la selectividad de secuencia de BAPPA se llevaron a cabo nuevas
valoraciones con los siguientes ADN horquilla:*"

ADNh™" Secuencia (5’ a 3’)
AATTT GGCG AATTT CGC TTTTT GCG AAATT CGCC
AATT GGCG AATT CAGCTTTTT GCTG AATT CGCC
AAAA GGCG AAAA CAGCTTTTT GCTG TTTT CGCC
AATG GGCG AATG CAGCTTTTT GCTG CATT CGCC
ATGG GGCG ATGC CAGCTTTTT GCTG GCAT CGCC
AAGG GGCG AAGG CAGCTTTTT GCTG CCTT CGCC
GGCC GGCA GGCC CAGCTTTTT GCTG GGCC TGCC

Tabla 10. Secuencias de los ADNs usados en las valoraciones.

" Son ADNs que a pesar de estar formados por una vinica hebra, son capaces de plegarse de forma intramolecular para
adquirir una conformacion de doble hélice.

i By esta nomenclatura la b hace referencia a que son ADNs horquilla. Estd representada la secuencia completa.
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Las valoraciones de BAPPA (0.5 uM en TriseHCl 20 mM pH 7.5, NaCl 100 mM) con los
distintos ADNs condujo a un perfil de cambio de fluorescencia mas o menos intenso
dependiendo del ADN.

5 10%
410°
T 310
2 10%

1 10°

Intensidad de emision (c.p.s)

400 450
Longitud de onda (nm) —>»

. 0 T
500 350 400

5 10°

410

T 310

2 10

Intensidad de emisi6n (c.p.s)

110

450 500
Longitud de onda (nm) —3»

Figura 130. Izquierda: espectros de fluorescencia de la valoracion de BAPPA con el ADN AATT. Derecha:
espectros de fluorescencia de la valoracion de BAPPA con el ADN AAAA.
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Figura 131. Izquierda: espectros de fluorescencia de la valoracién de BAPPA con el ADN AATG. Derecha:
espectros de fluorescencia de la valoracion de BAPPA con el ADN ATGG.
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Figura 132. Izquierda: espectros de fluorescencia de la valoracién de BAPPA con el ADN AAGG. Derecha:
espectros de fluorescencia de la valoracién de BAPPA con el ADN GGCC.

140



Aza—bis(benzamidinios): nuevos agentes fluorogénicos para unir ADN

El aumento de la intensidad de emisiéon a 387 nm pudo ajustarse en cada caso a la ecuacion
que describe un modo de interacciéon 1:1 y que considera la contribucion de la fluorescencia
residual del ADN (véase la parte experimental para la derivacién de la ecuacion) [183]. Dicho
ajuste permiti6 la determinaciéon de los valores de la constante de disociacién para cada uno
de los ADNs (figura 133).

7 ADNh Ko

= AATTT 70+ 10 nM

g AATT 79 £ 6 nM

S

3 AAAA 85 +12nM

,3; AATG 1.1+0.3 M

g ATGG 57+1.3 1M

) AAGG 6.6 £0.5 UM
GGee ~ 16 uM™

Concentraciéon (uM) —»

Figura 133. Izquierda: representacién de ajuste al modelo de interaccién 1:1 de las valoraciones con los
ADNs: AATTT (@), AATT (O), AAAA (®), AATG (<), AAGG (YY), ATGG (A), GGCC (A). Derecha:
valores de las constantes de disociacién calculadas en cada caso.

Estas valoraciones permitieron establecer el perfil de interaccion de BAPPA, encontrandose
que las secuencias que contienen al menos cuatro bases A/T son las que dan lugar a
complejos mas estables.

La interaccién de mayor afinidad se observo para el ADN AATTT y la constante obtenida (K
~ 70 nM) es consistente con las calculadas previamente para la propamidina y otros
agentes relacionados de unién al ADN a través del surco menor [184].

Con respeto a las secuencias de cuatro bases A/T, se observd una interacciéon ligeramente
mas fuerte para la secuencia del ADN AATT que para el ADN AAAA. La introduccién de una
Unica mutaciéon G/C en esta secuencia condujo a una disminuciéon de la afinidad en 15
veces (Kp ~ 1.1 uM). Sucesivas mutaciones provocaron una drastica disminucién de la
afinidad hasta que sélo se observa una unién residual con la secuencia ricas en pares G/C.

Para verificar que el aumento de fluorescencia de emisién observado es realmente debido a
la interaccién selectiva de BAPPA y no a la fluorescencia residual del ADN, se realizaron dos
sencillos experimentos control con los ADN AATTT y GGCC con y sin BAPPA. Los ensayos
demostraron que efectivamente el cambio en la fluorescencia se debe a la interaccién, ya
que en ausencia de BAPPA la fluorescencia de los ADNs es insignificante.

xxiv SR . .
Los valores de las constantes de disociacién calculados para cada ADN son la media de al menos tres valoraciones

independientes.

XXV < .z . .
No se observé la saturacién para este ADN incluso a concentraciones elevadas.
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Figura 134. Izquierda: espectros de fluorescencia de 7 equiv de ADN AATTT en TriseHCl 20 mM pH 7.5,
NaCl 100 mM con: 0.5 uM de BAPPA (linea continua); solo (linea discontinua) Derecha: espectros de
fluorescencia de 8 equiv de ADN GGCC en TriseHCl 20 mM pH 7.5, NaCl 100 mM con: 0.5 uM de BAPPA
(Iinea continua); solo (linea discontinuay).

Curiosamente, cuando se evalué la selectividad de BAPPA frente a un ADN horquilla con
una secuencia de reconocimiento mas larga AAATTT, se observé la saturacion mucho antes
que en los otros casos. Este hecho obligé a reducir la concentracién de la disolucién madre
de ADN AAATTT en mas de 10 veces para poder obtener suficientes puntos para la
determinacién de la constante.

ADNh Secuencia (5’ a 3’)
AAATTT GGC AAATTT CGCTTTTT GCG AAATTT GCC

Tabla 11. Secuencia del ADN usado en estas valoraciones.
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Figura 135. Izquierda: espectros de fluorescencia de la valoracién de BAPPA con el ADN AAATTT realizados
del modo habitual. Derecha: espectros de fluorescencia de la valoracion de BAPPA con alicuotas de
concentracion 10 veces inferior del ADN AAATTT.

A la vista de este resultado, se decidi6 evaluar mediante el método de variacién continua la
estequiometria de la interaccién de BAPPA con los ADNs: AAATTT, AATTT, AATT e, incluso,
se us6 como control otro ADN que contiene dos posibles sitios de interacciéon (ADN
AATTGCAATT):
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ADNh

Secuencia (5’ a 3’)

AATTGCGAATT

GGC AATT GCG AATT CAGCTTTTT GCTG AATT CGC AATT GCC

Tabla 12. Secuencia del ADN con dos posibles sitios de interaccion.

En el método de variacién continua [185], la concentracién molar total de BAPPA y de ADN
se mantienen constante pero se va variando progresivamente las fracciones molares de cada
componente en la mezcla. La representaciéon grafica de la intensidad de la emisién de
fluorescencia medida en cada punto, frente a la fracciéon molar de una de las moléculas
implicadas se conoce con el nombre de grdficas de Job. La estequiometria de la interacciéon
se determina a través de la relacién entre ambas fracciones molares en el maximo de la
curva (n). Desde el punto de vista practico, los tres primeros puntos de cada uno de los
lados de la curva se ajustan a una recta y el punto de interseccién de ambas rectas
determina el valor de n y, por tanto, la estequiometria.
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Figura 136. Izquierda: grdfica de Job de BAPPA y el ADN AATTGCGAATT a una concentracién de 10 uM;
n=0.67/0.33 = 2.03 Derecha: grdfica de Job de BAPPA y el ADN AAATTT a una concentracién de 10 uM;
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Figura 137. Izquierda: grdfica de Job de BAPPA y el ADN AATTT a una concentracion de 20 uM; n
0.48/0.52 = 0.92 Derecha: grdfica de Job de BAPPA y el ADN AATT a una concentracién de 25 uM; n
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Considerando las graficas de Job se verificé que dos moléculas de BAPPA interaccionan con
una de ADN tanto con el ADN AATTGCGAATT como con el ADN AAATTT (n=2.03yn=
1.85, respectivamente). Sin embargo, con los ADNs AATTT y AATT el modo de unién fue
1:1 (n = 0.92 y n = 0.96, respectivamente). Estos resultados son consistentes con los ajustes
de las valoraciones realizados previamente (figura 133).

Como era de esperar a la vista de las graficas de Job, la isoterma de unién obtenida de las
valoraciones de BAPPA con el ADN AAATTT se ajusta mejor a un modo de interaccién
2:1°" Este resultado coincide, ademés, con observaciones recientes que sugieren la
formacion de complejos de este tipo en el surco menor del ADN con otros
bis(benzamidinios) [186].
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Figura 138. Izquierda: representacion de la isoterma obtenida de las valoraciones fluorescentes de BAPPA y
el ADN AAATTT, ajustdndola a diferentes modos de unién: O datos experimentales; linea discontinua:
ajuste al modo de unién 1:1; linea continua: ajuste al modo de unién 2:1. Derecha: representacion
esquemdtica de como podria ser la interaccion de dos BAPPAs con el ADN AAATTT debido a su mayor
longitud.

g ajuste de la isoterma obtenida al modo de unién 2:1 fue llevado a cabo por el catedrdtico, Manuel Mosquera

Gonzdlez del Dpto de Quimica Fisica de esta universidad.
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Ensayos de competicién con moléculas no fluorescentes

La fluorescencia de BAPPA inducida por los ADNs que presentan secuencias ricas en A/Ts
también se utilizé para estudiar la interaccién de otros agentes de reconocimiento del surco
menor que no son fluorogénicos, mediante experimentos de competicién.

La simplicidad estructural y accesibilidad sintética de los compuestos de tipo
bis(benzamidinio) permitié preparar un derivado analogo a la propamidina con un grupo
amino central (compuesto 35), el cual puede ser utilizado como punto de anclaje para la
conjugacion a otras moléculas. Este compuesto se preparé siguiendo la misma secuencia de
reacciones que la usada en la sintesis de BAPPA.

NH,
NH,
/©/F HO._J_OH  NaH, DMSO/THF /@/O\)\/O\Q\
0,
NC 90% NC CN
32 36 37
1. HClg), EtOH

2. NH3 2M, EtOH 55°C
3. Purificacion

H,0, 0.1% TFA /
MeOH, 0.1% TFA

51%

Y

+

NH;

O\)\/O
H,N NH,
S A
H,N NH,

Aminopropamidina (35)

Esquema 38. Sintesis del bis(benzamidinio) 35 con una amina como punto de anclaje.

En la figura 139 se muestra el cromatograma final de la aminopropamidina 35 y su
correspondiente espectro de absorcién con sus maximos caracteristicos.
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Figura 139. Izquierda: cromatograma de HPLC del compuesto 35, gradiente 3, A = 222 nm. Derecha:
espectro de absorcion.
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Para analizar el efecto del grupo amidinio en la interaccién y en la fluorescencia se sintetizo6
el compuesto bis(benzoguanidinio) analogo a BAPPA (38). Inicialmente se llevé a cabo una
sustituciéon nucleofila aromatica sobre el 1-fluoro-4-nitrobenceno, seguida de una
reduccién de los grupos nitro mediante hidrogenacién catalitica. A continuacién, la
diamina obtenida se hizo reaccionar con la tiourea protegida, siguiendo el procedimiento
descrito para la misma transformacién en otros sustratos [187]. Finalmente la desproteccién
de los grupos protectores dio lugar al bis(benzoguanidinio) deseado 38.

H H
/@/F HoN A~ NH2 EtsN, DMS0,125°C /@/N\/\/N\Q\
O,N 80% O,N NO,

39 33 40
H,, Pd/C 10%
S MeOH, 90%
H H 1.BocHN 42 NHBoc “ H
HoN N~ N NH, HgCl, EtsN, DMF /@/ ~ N \©\
£ + -
H H 62%

Bis (benzoguanidinio) (38)

Esquema 39. Sintesis del bis(benzoguanidinio) 38.

A continuacién puede verse el cromatograma del compuesto final 38 y su espectro de
absorciéon. El menor cardcter aceptor de los grupos guanidinios en comparacién con el de
los grupos amidinios tiene como consecuencia que el méaximo de absorcién se sittie a
longitudes de onda menores, de manera que, al igual que la propamidina, este compuesto
no puede excitarse selectivamente en presencia de ADN.
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Figura 140. Izquierda: cromatograma de HPLC del compuesto 38, gradiente 3, A = 222 nm. Derecha:
espectro de absorcion.

Del mismo modo que en cualquier experimento tipico de competicién, para determinar la
interacciéon de los agentes de reconocimiento no fluorescentes se llevaron a cabo
valoraciones con cantidades crecientes de ellos sobre una disoluciéon donde se ha
preformado el complejo de BAPPA con un ADN rico en A/Ts. En particular, en estos
experimentos se usé una concentracion de BAPPA de 0.5 uM y del ADN AATTT 1.4 uM en
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tampén. La concentracién del agente de wunién externo [propamidina (27),
aminopropamidina (35) y bis(benzoguanidinio) (38)] vari6 entre 150-500 uM,
dependiendo de su afinidad relativa por el ADN. En las siguientes figuras se muestran las
valoraciones de los diferentes experimentos de competicién.
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Figura 141. Ensayos de competicién. Izquierda: linea discontinua: espectro de fluorescencia de BAPPA con el
ADN AATTT. Lineas continuas: espectros de fluorescencia de BAPPA con el ADN AATTT y cantidades
crecientes de propamidina 27. Derecha: linea discontinua: espectro de fluorescencia de BAPPA con el ADN
AATTT. Lineas continuas: espectros de fluorescencia de BAPPA con el ADN AATTT y cantidades crecientes
de la aminopropamidina 35.
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Figura 142. Ensayo de competicién. Linea discontinua: espectro de fluorescencia de BAPPA con el ADN
AATTT. Lineas continuas: espectros de fluorescencia de BAPPA con el ADN AATTT y cantidades crecientes
del compuesto bis(benzoguanidinio) 38.

La disminucién de la fluorescencia observada después de cada adicién, consecuencia del
desplazamiento del compuesto fluorescente BAPPA del surco menor, se utilizé para
determinar la constante de union de estos compuestos [188]. Los valores de constante de
disociacién obtenidos para el ADN AATTT y los agentes de reconocimiento del surco menor:
propamidina (27), aminopropamidina (35) y bis(benzoguanidinio) (38) fueron: (161 + 22)
nM, (452 +7) nM y (479 + 22) nM, respectivamente. Por tanto, mientras la afinidad de la
propamidina por el ADN AATTT es similar a la de BAPPA, la introduccién del grupo amino
en el medio de la cadena de conexién entre las dos unidades de benzamidinio provoca una
disminucién de la afinidad. Por otra parte, se observa que la sustitucién de los grupos
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amidinio de BAPPA por guanidinios induce a una disminucién de casi diez veces la
afinidad.
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Figura 143. Curvas de desplazamiento de 0.5 uM de BAPPA y 1.4 uM ADN AATTT con: @ propamidina
27; O aminopropamidina 35; B bis(benzoguanidinio) 38.
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Conclusiones

La aza-propamidina (BAPPA) es una molécula con una estructura sencilla capaz de
insertarse en el surco menor del ADN cuando existen secuencias ricas en A/Ts. Ademas al
producirse dicha interaccién se observa un aumento significativo en la emisién de
fluorescencia a 387 nm. Por ello BAPPA puede usarse como sonda fluorescente para la
deteccion de ADNs de doble cadena ricos en pares A/T sin necesidad de desnaturalizar el
ADN. Su aumento de fluorescencia dependiente del ADN, junto con las buenas
propiedades de transporte celular que han sido descritas para este tipo de moléculas,
sugiere que BAPPA y sus derivados, podrian ofrecer un gran potencial para el desarrollo de
nuevos agentes que actuasen a nivel de ADN con posibles aplicaciones quimicas, biolégicas
y Opticas. La fluorescencia de BAPPA permite también analizar facilmente la unién al ADN
de agentes de reconocimiento del surco menor no fluorescentes mediante experimentos de
competicion.

El trabajo incluido en este capitulo ha dado lugar a una solicitud de patente y a un articulo:
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especificas de ADN de doble cadena. N° Solicitud: P200930462, 2009.

Vazquez, O.; Sanchez, M. I.; Martinez—Costas, J.; Vazquez, M. E.; Mascarenas, J. L. Bis—4—
aminobenzamidines: versatile, fluorogenic A/T—selective dsDNA binders. Org. Lett. 2010,
12, 216-219.
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Modificacion funcional de BAPPA: sensibilizacion de lantanidos y FRET

Objetivo y diserio

Aprovechando la sencillez estructural y accesibilidad sintética de BAPPA, se pensé en la
preparacion de derivados con un punto de anclaje en el conector entre las dos unidades de
benzamidinios, como el compuesto 43, con el fin de incorporar grupos que pudiesen dar
lugar a algin tipo de respuesta funcional interesante ligada a la interaccién con el ADN.
Una de las posibilidades consiste en acoplar un fluoréforo aceptor y asi investigar la
posibilidad de desplazar la emisién de luz de BAPPA a longitudes de onda mayores
mediante procesos de transferencia de energia intramolecular.

Aceptor
Modificacién
gy OH funcional H O 4
H2N NH2 HZN\(©/ \@(NHZ
+\\K©/ 43 \©\ﬁ +\ (+
HoN NH, H,N NH,

Figura 144. Estructura del derivado funcional de BAPPA hidroxiBAPPA 43 e hipétesis de estudio.

En primer lugar se plante6é la conjugacién con un agente quelatante de lantianidos. La
importancia de los lantanidos en la investigacién de nuevos materiales y en la quimica
biolégica ha resurgido desde la pasada década, como lo prueba la existencia de un
considerable ntimero de revisiones recientes sobre esta tematica [189]. Los lantanidos
presentan unas caracteristicas fisicoquimicas inicas, siendo especialmente interesantes sus
propiedades espectroscopicas. Los cationes trivalentes de los iones lantinidos presentan
bandas de absorcién y de emisién que corresponden a transiciones f — f, prohibidas por las
reglas de Laporte™ [190], con coeficientes de absorcién muy bajos (< 10 M cm™) lo que
hace que la excitacion directa sea ineficiente, a menos que se usen laseres muy potentes, o
una elevadisima concentracion de i6n [191]. Esta dificultad puede solucionarse mediante el
uso de un cromoéforo que acttie como sensibilizador (efecto antena) [192]. El papel de la
antena es absorber la energia procedente de la radiaciéon UV-visible y transferirla al i6n
lantanido. El proceso de sensibilizaciéon consta de tres etapas (figura 145) que pueden
visualizarse en la siguiente figura: excitacion de la antena mediante la absorciéon de energia,
que pasa entonces desde su estado fundamental hasta su estado excitado, seguido de un
cruce de sistemas (ISC) hasta un estado triplete, desde él que tiene lugar una transferencia
de energia intramolecular (TE) y finalmente, emisién de luz en la regién del visible por
parte del metal (Tb 545 nm y Eu 611 a 618 nm).

vii s ; Ry . . .
¥ Es una regla de seleccion relevante en la espectroscopia de los metales de transicion, segiin la cual las transiciones

que conserven su simetria o asimetria con respecto a un centro de inversién estan tedricamente prohibidas.
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Figura 145. Izquierda: representacion esquemdtica del efecto antena. Derecha: diagrama que muestra las
principales rutas de transferencia de energia en el proceso de sensibilizacién para el terbio y el europio.

Los complejos luminiscentes de lantanidos ofrecen varias ventajas con respecto a las sondas
tradicionales basadas en compuestos organicos [193]: a) gran desplazamiento de Stokes, lo
que evita los problemas de autoabsorcién dependientes de la concentracién; b) el espectro
de emision de los lantanidos no se solapa, debido a las estrechas bandas de emision de
estos metales, lo que permite el uso simultaneo de sondas con diferentes lantanidos [194];
c) los tiempos de vida son largos, en el caso del Tb* y el Eu’** son del orden milisegundos
mientras que €l habitual de los compuestos organicos suele ser de nanosegundos, esta
caracteristica es ideal para la deteccién en medios biolégicos.

A pesar de sus ventajas, la luminiscencia de los lantanidos se desactiva de forma muy
eficiente por el acoplamiento del estado excitado del i6n con los niveles vibracionales del
agua [195] pero este efecto no es igual en todos los elementos de la serie. Los complejos de
Tb** y Eu’* son los menos sensibles, por eso y por su emisién en la regién del visible son los
lantanidos mas usados como sondas fluorescentes. De hecho, la complejacién de ellos con
calixirenos y 1, 4, 7, 10—tetraazadodecano (cyclen) [196] se ha usado satisfactoriamente en
imagen médica, receptores para radiofarmacos y sensores luminiscentes [197].

Por tanto, considerando todo lo expuesto, se pens6 en un primer momento en modificar el
derivado de BAPPA con un quelato DOTA[Ln] (Ln = Tb* y Eu’") (44), de tal modo que se
observase el proceso de transferencia inicamente en presencia de ADNs ricos A/Ts.

Transferecia de energia
especifica de secuencia

dsADN (A/Ts)

Figura 146. Proceso de sensibilizacidn codificado por ADNs ricos en A/Ts.
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Sintesis

Inicialmente el derivado 43 se intent6 preparar de forma aniloga a BAPPA (esquema 37);
sin embargo, en este caso no se observé la conversion de la sustancia 46 en el diimidato
correspondiente durante la reaccién de apertura del nitrilo con HCI gas, incluso, dejando la
reaccién durante varios dias. Por lo tanto, la sintesis se llev a cabo mediante la formaciéon
de un intermedio hidroxilamino, siguiendo los procedimientos descritos para esta misma
transformacién en otros sustratos [198]. La bis(benzamidoxima) resultante se transformé
directamente en el bis(benzoamidinio) deseado a través de una reducciéon usando formiato
amoénico [199].

OH H OH H
P HN__L_NH,  EtN.DMSO N AN
125°C, 73%
NC NC CN
32 45 46
H,N-OH HCI,
‘BuOK, DMSO
1. HCOO" *NH,4 55 9C. 89%
Pd/C 10%, AcOH,
OH o OH
H H 110 °C H H
N\/K/N - N\)\/N
HoN NH, 2. Purificacion HN NH
A 7 H,0, 0.1% TFA/
HoN 43 NH,  MeOH, 0.1% TFA NHOH 47 NHOH
61%

Esquema 4o. Sintesis del aza—bis(benzamidinio) con un hidroxilo como punto de anclaje 43.

En la siguiente figura se puede ver el cromatograma del compuesto final después de la
purificacién y su espectro de absorcién con un maximo similar a BAPPA, por lo que
presumiblemente el nuevo compuesto compartira las propiedades espectroscopicas con esta

molécula. La identidad de los compuestos fue verificada por RMN y espectroscopia de
masas.

1500~ 100-
__ 10001 _ 314nm
%: 15.92 Eé 601
= = 40
:": 500 :‘é’
g g 20
E =

0 0-

5 10 15 20 25 30 35 240 280 320 360 400
Tiempo (min) —3» Longitud de onda (nm) —»

Figura 147. Izquierda: cromatograma de HPLC del compuesto 43, gradiente 3, A = 222 nm. Derecha:
espectro de absorcion.
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Una vez sintetizado el compuesto 43, el grupo hidroxilo se alquilé con el agente alquilante
22, sintetizado previamente (esquema 27). La amina resultante de la desprotecciéon del
compuesto alquilado 48 se condensé con el macrociclo quelatante DOTA, protegido en
todas sus posiciones salvo en una. La desprotecciéon y complejaciéon con el tricloruro de
lantanido apropiado permiti6é obtener los conjugados macrociclicos deseados (44a/44D).

N
fNHa
AN
OH 11755 NHBoc

H\AH NaH, DMSO
HN NH,
+\W/©/ 43 \©\ﬁ 2. TFAICH,Cl, +\T/©/ \©\V+

HoN NH; 39% HoN NH,

BuO,C— /—\

[N Nj OH

N N

Bu0,c— — \—C0,Bu
1. HATU, DIEA / DMF
2. TIS/ TFA / CH,Cl,
3.LnCl; (Ln = Tb*3/Eu*3),
HEPES 10 mM, 100 mM NaCl
4. Purificacién

H20, 0.1% TFA/
CH3CN, 0.1% TFA

85%

HoN NH,
(-

NH
44a, Ln= Eu®* 2

44b, Ln= Tb3*

Esquema 41. Sintesis de los conjugados con DOTA[Ln*].

La complejacion con el metal no provoca cambio en el tiempo de retencién ni en el espectro
de absorcién, en comparacion con la molécula conjugada con el quelato DOTA, desprovista
del lantdnido. Consecuentemente, sélo se muestra el cromatograma y el espectro de
absorcién para el caso del compuesto conjugado con DOTA [Eu*'] (44a) tras su purificacién.
Los compuestos 44a y 44b fueron caracterizados mediante RMN y espectroscopia de
masas.
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Figura 148. Izquierda: cromatograma de HPLC del compuesto 44a, gradiente 2, A = 222 nm. Derecha:
espectro de absorcion.
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Interaccién del derivado hidroxiBAPPA 43 con el ADN

Antes de evaluar los derivados modificados, se estudi6 el perfil de unién al ADN del
compuesto 43. El andlisis de la interaccion se realiz6 de la misma forma que lo explicado en
el caso de BAPPA, aprovechando el aumento de fluorescencia producido por su interaccién
con ADNs que contienen secuencias de reconocimiento ricas en A/Ts.

ADNh Secuencia (5’ a 3’)

AAATTT GGC AAATTT CGCTTTTT GCG AAATTT GCC
AATTT GGCG AATTT CGCTTTTT GCG AAATT CGCC
AATT GGCG AATT CAGCTTTTT GCTG AATT CGCC
GGCC GGCA GGCC CAGCTTTTT GCTG GGCC TGCC

Tabla 13. Secuencias de los ADNs usados en las valoraciones.

Las valoraciones realizadas se muestran en las siguientes figuras.
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Figura 149. Izquierda: espectros de fluorescencia de la valoracion del hidroxiBAPPA 43 con el ADN
AAATTT. Derecha: espectros de fluorescencia de la valoracion del hidroxiBAPPA 43 con el ADN AATTT.
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Figura 150. Izquierda: espectros de fluorescencia de la valoracion del hidroxiBAPPA 43 con el ADN AATT.
Derecha: espectros de fluorescencia de la valoracion del hidroxiBAPPA 43 con el ADN GGCC.
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Al igual que lo observado con BAPPA, la adicién de cantidades crecientes de ADN provoca
un importante aumento en la intensidad de emisiéon de fluorescencia a 387 nm. A
diferencia de lo comentado para BAPPA, el aumento observado con el ADN AAATTT (y con
los demas ADNs) pudo ajustarse a la ecuacién que describe el modo de interacciéon 1:1y
que considera la contribucién de la fluorescencia residual del ADN (véase la parte
experimental para la derivacion de la ecuaciéon) [183]. El ajuste permiti6 la determinacién de
los valores de la constante de disociacién para cada uno de los ADNSs.

;; 410

&

§ s 100] ADNh Ko

E AAATTT 101+ 7 nM
]

= ' 2104 AATTT 227 £33 nM
[x]

& AATT 548 + 35 nM
g 110

E GGcc N/ Coi

Concentracion (uM) —3

Figura 151. Izquierda: representacion de ajuste al modelo de interaccion 1:1 de las valoraciones con los
ADNs: AAATTT (M), AATTT (@), AATT (O), GGCC (A). Derecha: valores de las constantes de disociacién
calculadas en cada caso.

Estos experimentos demostraron que la fluorescencia intrinseca del derivado 43 es
dependiente de la secuencia asi que, en lineas generales y su interaccién con el ADN es
similar a la de BAPPA.

XxViii < ‘ c . .
N/C: no calculada, ya que no se observd la saturacién para este ADN incluso a concentraciones elevadas.
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Estudio de los conjugados DOTA[Ln*"]

Las caracteristicas espectroscopicas de los conjugados de lantanido 44a y 44b se estudiaron
en ausencia y en presencia de los siguientes oligonucleétidos en horquilla:

ADNh Secuencia (5’ a 3’)

AATTT GGCG AATTT CGC TTTTT GCG AAATT CGCC
AATT GGCG AATTT CGC TTTTT GCG AAATT CGCC
AATG GGCG AATG CAGCTTTTT GCTG CATT CGCC
GGCC GGCA GGCC CAGCTTTTT GCTG GGCC TGCC

Tabla 14. Secuencias de los ADNs usados en las valoraciones.

Como se esperaba, la irradiacién a 329 nm de una disolucién 0.5 uM en tampén TriseHCI
20 mM pH 7.5, NaCl 100 mM de los compuestos 44a y 44b no produce ningin cambio
significativo en la emisién del metal. Asimismo, la adicién de un ADN horquilla que no
contiene la regién de reconocimiento consenso de la unidad de bis(benzamidinio) (ADN
GGCC), o bien, la de un ADN que posee una secuencia de pares de bases A/Ts menor de
cuatro (ADN AATG), no afecta a la intensidad de la luminiscencia del complejo de
lantanido. Sin embargo, la adicién de un ADN horquilla AATTT induce, en ambos casos, a
un importante aumento de las bandas de emisiéon de los metales (figura 152). A pesar de
que la variacién relativa en la intensidad de emisién en ambos conjugados es similar, la
emisiéon del complejo de terbio se solapa con la cola de la banda de emisién del
bis(benzamidinio), lo que provoca que el espectro sea menos claro. De la misma manera, la
incubacién de los conjugados con lantdnido con el ADN AATT induce un incremento en la
intensidad de emision de los metales, aunque mas débil que lo observado con el ADN
AATTT.

3104 5Dg—>7F; = AJ1

6 10"\

T 4104

210"

5Do—>"F, = AJ2

Intensidad de emision (c.p.s)

Intensidad de emision (c.p.s)

04

Lo
520 540 560 580 600
Longitud de onda (nm) —>» Longitud de onda (nm) —»
Figura 152. Izquierda: espectro de emision del conjugado DOTA[Tb*] (44 b) con sus bandas caracteristicas.
Derecha: espectro de emisién del conjugado DOTA[Eu*'] (44 a) con sus bandas caracteristicas. En ambas

figuras: espectro en ausencia de ADN (d); con 9 equiv de ADN GGCC (A); con 9 equiv de ADN
AATG(O); con 9 equiv de ADN AATT (O); con 9 equiv de ADN AATTT (@)
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En el caso del complejo de Eu*, se observé un incremento de la intensidad de emisién de al
menos cuatro veces en presencia del ADN AATTT. El perfil de emisiéon luminiscente
observado es el tipico de los complejos DOTA[Eu*] con geometrias de antiprisma cuadrado,
caracterizado fundamentalmente por la presencia y la relacién de intensidades de dos
bandas: la banda hipersensible en torno a 618 nm debida a la transicién AJ, (D, — “F,) y otra
mas intensa situada més hacia el azul y correspondiente a la transicién AJ; (*D, — ’F;) [200].

Resumiendo, estos experimentos muestran que se ha logrado, por primera vez, la
sensibilizacion de los lantanidos usando un compuesto cuya fluorescencia esta determinada
por la secuencia de ADN empleada. Estos descubrimientos establecen las bases para
desarrollar nuevas sondas de lantanidos dependientes de ADN.
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Proceso de transferencia de energia: conjugado BAPPA—cumarina

Al demostrar la posibilidad de usar de los bis(benzamidinios) como antenas de lantanidos
en donde la transferencia de energia estd desencadenada por ADNSs ricos en A/Ts, se pensé
que el uso de otros aceptores organicos podrian dar lugar a un proceso de transferencia de
energia mas eficiente y una emisién mas intensa. En concreto, se pensé en conjugar al
compuesto hidroxiBAPPA 43 a una cumarina para dar el compuesto 49.

(@] (0]

HN | O

Modificacién J)
o OH 4 funcional y 97 4 NEt,
NJ\/N N\)\/N
HoN NH, HZN\T/[:::]/ \I:::l\T/NHZ
A 43 “ +) 49 (+
HoN NH, HoN NH,

Figura 153. Modificacién funcional del derivado de BAPPA 43 para dar el conjugado BAPPA-cumarina 49.

En este caso la transferencia de energia se produciria mediante la interaccién entre los
estados electrénicos excitados de dos fluoréforos. La excitacién se transfiere de un dador (D)
a un aceptor (A) sin emisiéon de fotones en un proceso conocido con el acrénimo de FRET
(Fluorescence Resonace Energy Transfer) [201].

D*+A — D + A*

Para que la trasferencia de energia entre dos fluoréforos sea eficiente es fundamental la
combinacién de especies con niveles de energia adecuados. Este requerimiento energético
puede visualizarse facilmente analizando el solapamiento del espectro de emision del dador
y el de absorciéon del aceptor. Para nuestro caso particular, usando la unidad aza-
bis(benzamidino) como dador, se pensé en utilizar como aceptor la 7-
(dietilamino)cumarina debido al buen solapamiento entre el espectro de emisién de BAPPA
y él de absorcién de la cumarina.
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Figura 154. Linea discontinua espectro de absorcion del conjugado cumarina 49, compuesto por las dos

bandas caracteristicas de cada cromdéforo: a) absorcién de la unidad aza—bis(benzamidinio), b) absorcién de
la cumarina. Linea continua: emision de fluorescencia de BAPPA (O) y del conjugado cumarina 49 (@).
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Para la sintesis del derivado 49 con cumarina, el amino-bis(benzamidino) alquilado 48,
sintetizado anteriormente (esquema 41) se acoplé directamente con el acido comercial 7-
(dietilamino)cumarina—3—carboxilico utilizando PyAOP como agente activante [202]. El
compuesto resultante se purificé y se caracteriz6 mediante RMN y espectroscopia de masas.

EtN \E;(OIO o o
HN 0
N 1. Z > COo,H |
fNHs PyAOP, DIEA / DMF /H
o)

HJ\/H 2. Purificacién HJ\/H NEt,
N N H,0, 0.1% TFA / N N
Y©/ \©\/ MeOH, 0.1% TFA p \©\(
HoN NH, H,N NH,
A 7, 62% n 7+

H,N 48 NH, H,N 49 NH,

Esquema 42. Sintesis del conjugado cumarina 49.

El espectro de absorciéon del compuesto 49 es consistente con la presencia de los dos
cromoéforos, observandose, de este modo, en el espectro dos maximos de absorcion
correspondientes a cada uno de los croméforos: 314 nm del derivado de BAPPA y 436 nm de
la unidad de cumarina.
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Figura 155. Izquierda: cromatograma de HPLC del compuesto 49, gradiente 2, A = 222 nm. Derecha:
espectro de absorcion.

A continuacién, se estudiaron las propiedades de fluorescencia del conjugado de cumarina
49. Se observd que la emision de fluorescencia después irradiar la molécula a 329 nm es
muy débil y esta totalmente dominado por la banda de emision de la cumarina a 472 nM. Al
adicionar el ADN horquilla AATTT se observé un aumento de aproximadamente 60 veces en
la fluorescencia de la cumarina. Dicho aumento es tan grande que permitié la detecciéon a
simple vista de pequefias cantidades de ADN (< de 3 ng), como puede verse en el recuadro
de la figura 156. Por lo tanto, la conjugacion del bis(benzamidininio) con la cumarina da
lugar a una sonda cuya fluorescencia aumenta al unirse especificamente a su secuencia
consenso AATTT y ademas presenta un incremento del desplazamiento de Stokes (10,559
cm™) en comparacién con BAPPA.
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Figura 156. Emisién de fluorescencia de: BAPPA con 9 equiv de ADN AATTT (O); del conjugado cumarina
49 sélo (M) aumentada en 10 veces su intensidad; de este conjugado 49 en presencia de 9 equiv de ADN
AATTT (@). En el recuadro se muestran las cubetas con 500 nM del conjugado cumarina 49 y: a) sin ADN;

b) con 2 eq

uiv de ADN AATTT.

Posteriormente se evalué la selectividad de la interaccién a través de valoraciones
fluorescentes y usando los siguientes oligonucleétidos horquilla:

ADNh Secuencia (5’ a 3’)

AATTT GGCG AATTT CGCTTTTT GCG AAATT CGCC
AATT GGCG AATT CAGCTTTTT GCTG AATT CGCC
AATG GGCG AATG CAGCTTTTT GCTG CATT CGCC
GGCC GGCA GGCC CAGCTTTTT GCTG GGCC TGCC

Tabla 15. Secuencias de los ADNs usados en las valoraciones.

En las siguientes figuras se muestran las valoraciones realizadas.
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Figura 157. Izquierda: espectros de fluorescencia de la valoracion del conjugado cumarina 49 con el ADN
AATTT. Derecha: espectros de fluorescencia del conjugado cumarina 49 con el ADN AATT.
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Figura 158. Izquierda: espectros de fluorescencia de la valoracién del conjugado cumarina 49 con el ADN
AATG. Derecha: espectros de fluorescencia de la valoracion del conjugado cumarina 49 con el ADN GGCC.

Al igual que lo observado con los otros derivados de BAPPA, la adicién de cantidades
crecientes de ADN provoca un aumento en la fluorescencia; este aumento de la intensidad
de emisién a 472 nm pudo ajustarse en todos los casos a la ecuacion que describe el modo
de interaccién 1:1 y que considera la contribucién de la fluorescencia residual del ADN
(véase la parte experimental para la derivacién de la ecuacion) [183]. El ajuste permiti6 la
determinacién de los valores de la constante de disociacion para cada uno de los ADNs.
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Figura 159. Izquierda: representacion del ajuste al modelo de interaccién 1:1 de las valoraciones con los
ADNSs: AATTT (@), AATT (O), AATG (<>), GGCC (A). Derecha: valores de las constantes de disociacién
calculadas en cada caso.

El hecho de tener la cumarina en el conjugado parece tener consecuencias importantes en
la selectividad y la afinidad, que resultaron ser ligeramente inferiores que en los otros
derivados. Esta diferencia en la interaccién podria atribuirse al efecto de la cumarina ya que
se conocen casos en los que la fluorescencia de los derivados de cumarina es dependiente
del ADN [203]. Para ver el efecto del ADN sobre la fluorescencia de la cumarina se analizé
la fluorescencia del compuesto sé6lo y en presencia de los ADNs AATTT y GGCC excitando a
la longitud de onda de la cumarina, (432 nm), los datos obtenidos se compararon con los
espectros andlogos excitando a la longitud de onda de BAPPA (329 nm).
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Figura 160. Izquierda: espectros de emisién a 329 nm. Derecha: espectros de emisién a 432 nm. En ambos
casos: espectro del conjugado cumarina 49 solo (d); de este conjugado 49 con 9 equiv de ADN GGCC (A)
y de este conjugado en presencia de 9 equiv de ADN AATTT (@)

Se observé que al excitar inicamente la cumarina (432 nm), la intensidad de emisién
depende de la presencia del ADN en el medio, pero la secuencia de éste no tiene un efecto
tan drastico como cuando se excita el derivado de BAPPA (329 nm); esto parace confirmar la
existencia de una cierta interaccién no especifica entre la unidad de cumarina y los ADNSs.
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Conclusiones

Se ha descrito un nuevo proceso de sensibilizacién de lantanidos inducido por un
determinado tipo de secuencias de ADN, logrando una emisién luminiscente a longitudes
de onda en la regiéon del visible a través de un proceso que implica, una transferencia de
energia intramolecular. Ademas, se ha demostrado también la posibilidad de usar esta
estrategia de una forma general usando, incluso, otros aceptores organicos, lo que permite
logar procesos de transferencia de energia mas eficiente y mas intensa sin perder su
dependencia de la secuencia de ADN.

Estos descubrimientos abren la puerta a nuevos estudios y al desarrollo de nuevas versiones
de compuestos similares para ser utilizados como sondas luminiscentes en la detecciéon
especifica de secuencias de ADN de doble cadena, tanto en estudios in vitro como in vivo.

El trabajo incluido en este capitulo ha dado lugar a una solicitud de patente y a un articulo:

Vazquez, O.; Sanchez, M. 1.; Vazquez, M. E.; Mascarefias, J. L. Compuestos derivados de
bis—benzamidinios como agentes fluorogénicos para sefializar secuencias especificas de
ADN de doble cadena. N° Solicitud: P2010000561, 2010.

Vazquez, O.; Sanchez, M. I.; Mascarefas, J. L.; Vazquez, M. E. dsDNA-triggered energy
transfer and lanthanide sensitization processes. Luminescent probing of specific A/T
sequences. Chem. Com. 2010, en prensa, DOI: 10.1039/b927305k.
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Estudios iniciales de internalizacién celular y actividad

En colaboracién con el profesor José Martinez—Costas se realizaron estudios preliminares
del proceso de internalizacién en células Hela y de las propiedades de emisién
fluorescentes del derivado de hidroxiBAPPA 43 y del conjugado cumarina 49 in vivo.

En el caso del compuesto 43 fue posible observar fluorescencia concentrada en los ntcleos
celulares (claramente diferenciada de la autofluorescencia del fondo) usando un sistema de
filtros que nos permite excitar a 360—370 nm y recoger a partir de 420 nm.

Figura 161. Izquierda: experimento control en él que no se afiadid el derivado 43. Centro: imagen de luz
blanca de las células HelLa después de la incubacion de 43 durante 30 min. Derecha: mismas células
mostrando la fluorescencia localizada en el niicleo celular. Las imdgenes originales fueron intensificadas
simultdneamente mediante una manipulacion global de los valores individuales de los canales RGB.

Para el conjugado cumarina también se utiliz6 el mismo sistema de filtros, observandose
fluorescencia como resultado de la excitacién de la unidad de cumarina. El conjugado es
capaz de entrar en las células después de una incubaciéon de 30 min, pero a diferencia de lo
observado con los compuestos de tipo tripirrol-octaarginina, la distribucién no es
uniforme, y se observan también una elevada concentracién de compuesto en la membrana
nuclear formando vesiculas.

Imagen de luz blanca Fluorescencia

Figura 162. Estudios de internalizacién del conjugado 49. Izquierda: imagen de luz blanca. Derecha:
fluorescencia recogiendo a 420 nm.

Puesto que la baja longitud de onda de excitacion de BAPPA limita la capacidad para
excitarla selectivamente y observar el proceso de transferencia in vivo usando un
microscopio convencional, se pensé que quizd, mediante el uso de técnicas de multifoton
podria salvarse este inconveniente.
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Las técnicas de excitacién de multifotén se basan en la absorcion simultanea de dos fotones
en un Unico evento cudntico para conseguir la transicién electrénica al estado excitado.
Como la energia de un fotén es inversamente proporcional a su longitud de onda, los dos
fotones absorbidos han de tener una longitud de onda el doble de la utilizada en una
excitaciéon tradicional con un tUnico fotén. Por lo tanto, la excitaciéon del aza—
bis(benzamidinio) a, aproximadamente, 330 nm podria realizarse mediante dos fotones de
luz visible a 660 nm, que alcanzaran el fluoréforo simultdneamente (dentro de un intervalo
de 1 x 10' s). Para poder generar un namero significativo de eventos de absorcién
simultanea de dos fotones la densidad del haz de luz ha de ser aproximadamente un millén
de veces la requerida para la absorcién normal de un fotén, por lo que es necesario el uso de
fuentes de alta potencia como laseres. Una vez alcanzado el estado excitado, el proceso de
emision es el mismo que el producido por la excitacion normal con un fotén.

Las pruebas se llevaron a cabo en el Centro Nacional de Investigaciones Oncolégicas
(CNIO) que dispone de un microscopio confocal multifoténadecuado para esta técnica.
Lamentablemente, en un primer intento no se detect6 la transferencia de energia in vivo.

Con respecto a la actividad de los compuestos de tipo bis(benzamidinio) el Dr. Luque
Ortega del CIB realiz6 estudios similares a los explicados anteriormente para los
compuestos de tipo octaarginina. En la siguiente figura se muestran los compuestos
incubados con células de promastigotes de Leishmania donovani.
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Figura 163. Estructura de los compuestos ensayados.

Tras una incubacién inicial a 50 uM, se estudi6 la dependencia de la concentraciéon de los
compuestos activos, aquellos que inhibian el crecimiento. Estos estudios le permitieron
determinar la concentracion letal media (LCsy) para la propamidina 27 (4.54 + 2.16) uM y
BAPPA 28 (39.37 £+ 7.6) uM. La toxicidad de estos derivados, en ambos casos, es inferior a
lo que se habia observado para el conjugado octaarginina—tripirrol By, [LCs, = (1.26 + 0.14)
uM], lo que pone de manifiesto que las mejores propiedades de transporte y/o de afinidad
de este conjugado By, repercuten en su actividad.
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Figura 164. Izquierda: estudio inicial con los compuestos. Derecha: estudio de la dependencia de la
concentracion de la propamidina (27) O y BAPPA (28) @ en el porcentaje de proliferacin celular.
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Anclajes alternativos en el surco menor: hibridos bis(benzamidinios)

Objetivo y diserio

Uno de los motivos por los que comenzamos nuestro estudio sobre los compuestos de
tipo bis(benzamidinio) estaba relacionado con la sustitucion del tripirrol de los hibridos
péptido—tripirrol por una unidad mas sencilla. Por ello nos planteamos la sintesis y
evaluacion de nuevos hibridos bivalentes donde los compuestos de tipo bis(benzamidinio)
constituyen la unidad de reconocimiento del surco menor.

En concreto, se diseniaron dos hibridos: uno analogo a los hibridos A;_s constituido por la
regi6én basica del factor de transcripcion GCN4 y por un compuesto de tipo propamidina y
otro, en donde la unidad de reconocimiento del surco mayor es el dominio Cys,His, del
factor de transcripcién GAGA, andlogo a los hibridos C;_s, pero a diferencia de ellos la
unidad de reconocimiento del surco menor es un compuesto de tipo aza—
bis(benzamidinio).
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Figura 165. Izquierda: estructura de los hibridos bivalentes en donde la unidad de reconocimiento del surco
menor es un compuesto de tipo bis(benzamidinio). Derecha: modo de interaccion hipotético de los hibridos.
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Sintesis

La sintesis del hibrido Ag se realizé siguiendo la misma estrategia empleada anteriormente
para los hibridos con tripirroles; esto es, llevando a cabo un acoplamiento entre un
bis(benzamidinio) provisto de la cadena lateral adecuada y el péptido unido a la resina y
desprotegido ortogonalmente en el residuo de Glu de la posicion 245 (E,,). La sintesis de la
parte peptidica y la desproteccién selectiva del grupo Alilo del residuo E,; ya fue explicada
anteriormente (esquema 7) por lo que la discusién de la preparacion de este hibrido se
centrard en la sintesis de la propamidina alquilada y el acoplamiento con la regién bésica.

P P

|
AcHN -CONH, FYSEINE (b GCN4(E ;) NP
|

Esquema 43. Andlisis retrosintético del hibrido As.

La propamidina alquilada se prepar¢ a través de una aminacion reductora [204] para lo que
fue necesario preparar inicialmente el aldehido 51. Este se sintetiz6 mediante la oxidacién
del compuesto 17 previamente preparado (esquema 11) con peryodinano de Dess—Martin
(DMP) [205].

|\—OO
0 =0
0
DMP) O, CH,CI H~~
HO™ """ N"""NHBoc (DMP) 22 . H N">"NHBoc
Boc Boc
76%
17 51

Esquema 44. Oxidacién con el reactivo de Dess—Martin para obtener el aldehido 51.

A continuacién, el compuesto 50 se sintetizé6 mediante una condensaciéon entre el recién
preparado aldehido 51 y el bis(benzamidinio) 35; posteriormente los grupos protectores de
las aminas se desprotegieron del modo habitual con una mezcla de TFA/CH,Cl,.
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Esquema 45. Sintesis de la propamidina alquilada 50.

La reaccién de alquilacion se siguié y se purific6 mediante cromatografia en fase reversa. La
identidad del compuesto se corrobor6é por RMN y espectroscopia de masas. En la siguiente
figura puede verse el cromatograma del producto puro y su espectro de absorciéon con el
maximo a 260 nm, caracteristico de los compuestos de tipo propamidina.
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Figura 166. Izquierda: cromatograma de HPLC de la propamidina alquilada 50, gradiente 3, A = 222 nm.
Derecha: espectro de absorcidn.

El acoplamiento entre la propamidina alquilada y el residuo de Glu se realiz6 de la misma
forma que en el caso de los hibridos con tripirrol (esquema 8). El cromatograma de HPLC
del crudo de reaccién y su espectro de absorcién se muestran en la figura 167.
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Esquema 46. Sintesis en fase sélida del hibrido A,
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Figura 167. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la reaccién para obtener el hibrido As,

gradiente 2, A= 222 nm. Derecha: espectro de absorcion.

El espectro de absorcién presenta las banda caracteristicas de la unidad de la propamidina a
260 nm, asi como otra banda en torno a 220 nm, resultante de la absorcion de los enlaces
amida en el péptido. Del mismo modo que en los otros hibridos bivalentes la identidad del
producto aislado se corroboré mediante espectroscopia de masas.

La sintesis del hibrido C, se realiz6 del mismo modo que los otros hibridos constituidos por
el dominio de unién Cys,His, de GAGA, es decir, a través del acoplamiento en fase sélida
del derivado de BAPPA alquilado 52 y el péptido selectivamente desprotegido en la Lys de la
posicién 44 (K,,) y modificado con anhidrido succinico.
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Esquema 47. Andlisis retrosintético del hibrido Cg.
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Tal como se muestra en el esquema retrosintético el punto de anclaje del derivado de
BAPPA es en este caso una amina, lo que obligb a llevar a cabo una serie de reacciones
previas antes de sintetizar el compuesto de tipo bis(benzamidinio).

El compuesto comercial 2-amino-1, 3—propanodiol se protegié con dicarbonato de di—tert—
butilo y, a continuacién, los grupos hidroxilo se activaron como intermedios
metanosulfonilo (compuesto 53), para, posteriormente, hacerse reaccionar con azida sédica
en DMF, obteniéndose el compuesto 54 [206]. Las azidas resultantes se redujeron mediante
hidrogenacion catalitica para dar lugar a la triamina N-monoprotegida, 55

NH; 1. Boc,O, EtOH NHBoc
Ho.___oH - MsO__k__oms
36 2. MSCl, Et3N, CH2C|2, 0°C 53
78% NaN3
Eter 15-corona-5
DMF, 70°C
65%
NHBoc NHBoc
HN__A_NH, _ Hp PdIC10% MeOH Ny K _N;
55 99% 54

Esquema 48. Sintesis de la triamina N—monoprotegida 55.

El compuesto aminoBAPPA 56™* se sintetiz6 del modo habitual: a través de una sustitucién
nucledfila aromatica sobre el 4—fluorobenzonitrilo, seguida de la reaccién de Pinner con
intercambio de los grupos iminoéteres y purificacién. Su espectro de absorbancia muestra
el méximo caracteristico de los compuestos tipo BAPPA (figura 168).

.Boc
NHBoc r AN
/@/F HzNJVNHg EtsN, DMSO, 125 °C /@N\)\/N\Q\
0,
NC 63% NC 57 CN
32 55
1. HCl(g), EtOH

2. NH3 2M, EtOH, 55°C
3. Purificaciéon

H,0, 0.1% TFA/
MeOH, 0.1% TFA

43%
NH
H H
N\/K/N
HoN NH,
A 56 @A
H,N NH,

Esquema 49. Sintesis de la aminoBAPPA 56.

R preparacion de esta molécula aminoBAPPA se realizé en colaboracion con el doctorando Mateo I. Sdnchez

Lépez, dicha sintesis constituyé su Proyecto de Fin de Carrera de la Licenciatura de Quimica.
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Figura 168. Izquierda: cromatograma de HPLC de la aminoBAPPA 56, gradiente 3, A = 222 nm. Derecha:
espectro de absorcion.

El compuesto obtenido se alquilé mediante una aminacién reductora anéloga a la explicada
anteriormente (esquema 45) y del mismo modo, posteriormente, las aminas del compuesto
resultante se desprotegieron. La reaccién se siguié y se purificé por cromatografia en fase
reversa. La identidad del compuesto alquilado 52 se comprob6 por RMN y espectroscopia
de masas. En la siguiente figura puede verse el cromatograma del producto puro 52 y su
espectro de absorcion.

NH
o) 3
N>° NHBoc (s
H ™ NH
1. ‘5 O ()
+ 51 5
o NHs NaBH;CN, MeOH v NH o
N__K_N 2. TFAICH,Cl, N_K_N
HoN NH, 70% H,N NH,
+ 57 A £ 52 /+
HoN NH, H,N NH,
Esquema s0. Sintesis del derivado de BAPPA alquilado 52.
400- 200-
T 350 T
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5 2507 =) 314nm
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Figura 169. Izquierda: cromatograma de HPLC del derivado de BAPPA alquilado 52, gradiente 3, A = 222
nm. Derecha: espectro de absorcién.

Una vez sintetizado el derivado de BAPPA alquilado, éste se acoplé con la parte peptidica
unida a la resina, después de haber adicionado el anhidrido succinico sobre el Gnico
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aminodacido desprotegido selectivamente, la Lys de la posicién 44 (K,,). Esta modificacién en
la cadena lateral del residuo de Lys permitié la posterior condensacién con el compuesto
bis(benzamidinio) 52 usando HATU como agente activante del acido. La reaccién se

complet6 en 2 h. La sintesis y desproteccion del grupo Alloc del dominio Cys,His, ya ha
sido explicada previamente (esquema 26).

1

DIEA/DMF 0.5M

P P 2. HATU
JXS S \RSQSE...AVIK,,QSR...LRH O W, L INESQSE. . AVIK,,QSR...LRHF@lehLP
P (>)4 P 3. Compuesto 52 ( )4
HoN 4. TFA, HN
capturadores de o}
carbocationes
GAGA Ce
25% 0
NH
()
NH
(s
NH
H H
= N \/k/ N
HoN A | NH;
+) N
HoN NH;

Esquema 51. Sintesis en fase sdlida del hibrido Cg.

En la figura 170 puede verse el cromatograma de HPLC del crudo de la reaccién de
acoplamiento para dar lugar al hibrido Cg y el espectro de absorcién del pico mayoritario.
Este presenta las bandas caracteristicas de la parte peptidica y del compuesto aza—
bis(benzamidinio). La identidad del hibrido se verificé6 mediante espectroscopia de masas.

1204 500, 220mm
T 101 T 400
23.81 |
= 1004
% Eé 3004
= 904
E = 200- 314nm
5 <
g 80 b
£ g 1004
70 i
5 10 15 20 25 30 35 01
Tiempo (min) 240 280 320 360 400
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Figura 170. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la reaccién de acoplamiento para obtener el
hibrido Cg, gradiente 3, A = 222 nm. Derecha: espectro de absorcion.
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Interaccién del derivado aminoBAPPA 56 con el ADN

Con el fin de poder interpretar mejor el comportamiento de los hibridos, inicialmente se
estudié el perfil de unién al ADN del compuesto aminoBAPPA 56. El analisis de la
interaccién se realiz6 de la forma descrita previamente. En la siguiente tabla se muestran
los oligonucleédtidos horquilla utilizados.

ADNh Secuencia (5’ a 3’)

AAATTT GGC AAATTT CGCTTTTT GCG AAATTT GCC
AATTT GGCG AATTT CGCTTTTT GCG AAATT CGCC
AATT GGCG AATT CAGCTTTTT GCTG AATT CGCC
GGCC GGCA GGCC CAGCTTTTT GCTG GGCC TGCC

Tabla 16. Secuencias de los ADNs usados en las valoraciones.

Las valoraciones realizadas se muestran en las siguientes figuras.
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Figura 171. Izquierda: espectros de fluorescencia de la valoracién del aminoBAPPA 56 con el ADN AAATTT.
Derecha: espectros de fluorescencia de la valoracion del aminoBAPPA 56 con el ADN AATTT.
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Figura 172. Izquierda: espectros de fluorescencia de la valoracion del aminoBAPPA 56 con el ADN AATT.
Derecha: espectros de fluorescencia de la valoracion del aminoBAPPA 56 con el ADN GGCC.
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Al igual que lo observado con BAPPA y con su andlogo hidroxilado 43, la adicién de
cantidades crecientes de ADN ricos en A/Ts provoca un importante aumento en la
fluorescencia. Dicho aumento de la intensidad de emisién a 387 nm pudo ajustarse en
todos los casos a la ecuacién que describe el modo de interaccién 1:1 y tiene en cuenta la
contribucién residual del ADN a la emision de fluorescencia. Se observo que los valores de
la constante de disociacién siguen la misma tendencia observada para el analogo con el
hidroxilo en el conector entre las dos unidades de bis(benzamidinio).

&

=

=]

S ADNh Ko

g AAATTT 72 +10 nM
[}

a~}

< AATTT 114413 nM
=

z AATT 225 20 nM
= Gaec N/

Concentracion (uM) —3

Figura 173. Izquierda: representacién de ajuste al modelo de interaccién 1:1 de las valoraciones con los
ADNs: AAATTT (M), AATTT (@), AATT (O),GGCC (A). Derecha: valores de las constantes de disociacién
calculadas en cada caso.

Estos experimentos demostraron que la fluorescencia intrinseca del derivado aminoBAPPA
56 es dependiente de la secuencia y en lineas generales su interaccién es analoga a los otros
compuestos aza—bis(benzamidinios) evaluados.

¥ N/C: no calculada, ya que no se observé la saturacién para este ADN incluso a concentraciones elevadas.

179



Resultados y discusion

Estudio de la interaccion del hibrido Ag con el ADN

Inicialmente se evalu6 la conformacién que este nuevo hibrido adquiria en presencia de un
ADN con la secuencia que contenia de forma contigua las zonas de reconocimiento de
ambas unidades, es decir, con la secuencia de unién de la regiéon basica de GCN4 y del
fragmento propamidinico. Para ello se llevaron a cabo estudios de dicroismo circular
utilizando los siguientes oligonucleétidos de doble cadena. Estos tinicamente se diferencian
en la longitud de la secuencia consenso de la molécula propamidina:

dsADN™ Secuencia (5’ a 3’)
AAATTT/CRE"s GAGGAAATTTATGACGTTCG
AATTT/CRE"S GAGGAATTTATGACGTTCGT

Tabla 17. Secuencias de los ADNs usados en los estudios de DC.

Los espectros de dicroismo circular del hibrido A4 por separado y en presencia de los
distintos ADNs, se registraron a temperatura ambiente, en tampoén fosfato 10 mM, 100 mM
de NaCl, pH 7.5y con concentraciones de 5 uM de hibrido y de cada uno de los ADNs.

[e1,,, x10°( em’dmol )

200 220 240 260 280 300 320 340 360
Longitud de onda (nm) ——»

Figura 174. Izquierda: espectro de DC del hibrido Ag sélo y con los distintos ADNs a t.a.: O hibrido en
ausencia de ADN; B hibrido en presencia de ADN AAATTT/CRE"; @ hibrido en presencia de ADN
AATTT/CRE"™.

Al incubar el hibrido en presencia de cualquiera de los dos ADNs diana se observé el
comportamiento tipico de las proteinas bZIP cuando interaccionan con el ADN: un
aumento importante en la intensidad de la sefial negativa a 222 nm que se correlaciona con
un aumento de proporcién de la conformaciéon de hélice o. El espectro de dicroismo
circular es igual para ambos ADNs.

' La nomenclatura de los dsADN se refiere a: AATTT y AAATTT: son las secuencias de reconocimiento de la
propamidina; CRE™ es la secuencia de reconocimiento de un vinico monémero de la region bdsica. Se representa sélo la

secuencia de una hebra.
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A diferencia de los tripirroles, en este caso no se observa ninguna banda debida a la
inserciéon de la propamidina en el surco menor del ADN. Esto no significa que no haya
insercién en el surco menor puesto que los bis(benzamidinios) son aquirales y la banda de
interaccién es una banda inducida por el entorno quiral del ADN [207].

Los datos obtenidos mediante la espectroscopia de dicroismo circular apuntaban a la
posibilidad de una interacciéon entre el hibrido sintetizado y el ADN. El siguiente paso
consisti6 en estudiar en detalle esa interacciéon. Para ello se llevaron a cabo experimentos de
electroforesis de retardo en gel de poliacrilamida (PAGE) con diferentes secuencias de ADN
que contenian mutaciones especificas en las zonas de reconocimiento del surco mayor y/o
menor. Se utilizaron los siguientes oligonucleétidos de doble cadena:

dsADN™ Secuencia (5’ a 3’)
AAATTT/CRE" GAGGAAATTTATGACGTTCG
AATTT/CRE" GAGGAATTTATGACGTTCGT
CGGCC/CRE"™ GAGGCGGCCATGACGTTCGT
AATTT/AcGAC GAGGAATTTAcGACGTTCGT
AATTT/AgcAC GAGGAATTTAgcACGTTCGT
AATTT/CRE™m GAGGAATTTGCCGCCTTCGT

Tabla 18. Secuencias de los ADNs usados en los estudios de PAGE.

La figura 175 (izquierda) muestra que la incubacién del hibrido Ag con un ADN que
presenta las secuencias de reconocimiento de las dos unidades del hibrido bivalente (ADN
AAATTT/CRE™) da lugar a la aparicién de una nueva banda en el gel que se desplaza mas
lentamente que la correspondiente al ADN solo.

s
[ O P Nt ot o i
1 2 3 4 5

1 2 3 4 5
Figura 175. Estudio a través de PAGE del hibrido Ag. En ambos casos calles 1-5, [hibrido Ag: 0, 100, 300,

500, 1000 nM Izquierda: en presencia del ADN AAATTT/CRE"™. Derecha: en presencia del ADN CGGCC/
CRE™. Los geles se analizaron mediante la emisién de SYBR® Gold.

La eliminacién de la secuencia de A/Ts inhibe completamente la interaccién con el ADN
(figura 175 derecha). Este comportamiento es idéntico al de los hibridos bivalentes de
tripirrol y vuelve a resaltar la importancia de las interacciones proporcionadas por el agente

¥ 14 nomenclatura de los dsADN se refiere a: AATTT y AAATTT: son las secuencias de reconocimiento de la

propamidina; CRE™ es la secuencia de reconocimiento de un vinico monémero de la regién bdsica de un tnico
mondmero; CRE"™m, AcGAC, AgcAC son secuencias con mutaciones en la zona de reconocimiento del péptido. Sélo se
representa una hebra del ADN de doble cadena.
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de reconocimiento del surco menor para la formacién de complejos estables con el ADN, lo
cual confirma el modelo de unién bivalente.

Se analiz6 también el efecto de distintas mutaciones en la secuencia de reconocimiento de
la regién basica. En todos los casos las mutaciones en esta region dieron lugar a la apariciéon
de una nueva banda en el gel que migra mas lentamente que la banda observada con el
ADN diana (AATTT/CRE"). Del mismo modo que en los hibridos bivalentes de tipo GCN4
con tripirrol, esta nueva banda puede atribuirse a una unién inespecifica en el que el
péptido en lugar de estar insertado en el surco mayor interacciona de forma no especifica
con los fosfatos del esqueleto del ADN [81].

AATTT/CRE hs AATTT/AcGAG

A) B) {-

1 2 3 45 1 23 45

AATTT/AgcAC AATTT/CRE™m
E_ b D bl

1 2 3 4comol 1 23 4 5

Figura 176. Estudio a través de PAGE del hibrido Ag. En todos los casos: calles 1-5, [hibrido Ag: 0, 100, 300,
500, 1000 nM; control: [hibrido Ag: 100 nM en presencia del ADN AATTT/CRE™. Los geles se analizaron
mediante la emision de SYBR® Gold.

Una vez evaluada la selectividad de la interaccion, con el fin de obtener una estimacioén
aproximada de la afinidad proceso de reconocimiento, se llevd a cabo una valoracién
radiactiva con el ADN AAATTT/CRE" a temperatura ambiente.

Mt”.ﬁ’%\f% s
wuwﬁlu
12345 67 8910

Figura 177. PAGE del hibrido Ag en presencia del ADN AAATTT/CRE™ marcado radiactivamente. Calles 1—
10 [Hibrido A¢]: 0, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 800, 1000 nM.

La mitad de la fraccién unida se alcanza en torno a concentraciones de 150 nM, lo que
implica una constante de disociacién de ese orden a temperatura ambiente. Este dato es
consistente con lo obtenido en nuestro grupo con el hibrido tripirrdlico A, [81].

Estos resultados ponen de manifiesto la posibilidad de sustituir el fragmento tripirrélico por
una propamidina sin alterar las capacidades de reconocimiento de los hibridos.
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Estudios preliminares de la interaccién del hibrido C4 con el ADN

El modo de interaccién de este hibrido se estudi6 a través de experimentos de electroforesis
de retardo en gel de poliacrilamida (PAGE) a temperatura ambiente y utilizando
oligonucleétidos de doble cadena con diferentes secuencias.

dsADN™>" Secuencia (5’ a 3’
AAATTT/GAGAG GACAAATTTGAGAGTACGCT
GCGGCC/GAGAG GACGCGGCCGAGAGTACGCT

AAATTT/GAGAGm GACAAATTTCAtAGTACGCT

Tabla 19. Secuencias de los ADNs usados en los estudios de PAGE.

Del mismo modo que ocurre con los hibridos que contienen el dominio de unién del factor
de trascripcién GAGA y el fragmento de reconocimiento del surco menor tripirrélico, la
incubacién del hibrido C¢ con el ADN diana AAATTT/GAGAG da lugar a una nueva banda
detectable en el gel que se puede atribuir a la formacién de un complejo estable entre este
nuevo hibrido y el ADN.

il N ..',u;;./,\@_‘w‘ . w ‘ : !md‘ P : : '*'\»(_ “‘" ’5& “ .%‘
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 178. PAGE del hibrido C4 en presencia del ADN AAATTT/GAGAG. Calles 1-10 [Hibrido Cg]: 0, 200,
300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 nM. Los geles se analizaron mediante la emisién de SYBR® Gold.

La mutacién en la triada de reconocimiento GAG de la parte peptidica tiene como
consecuencia la eliminacién total de la interaccion. Sin embargo, cuando se altera la zona
de reconocimiento de BAPPA y se mantiene la secuencia de interacciéon del péptido
GAGAG, se pudo detectar, a concentraciones elevadas, una banda de intensidad muy tenue,
que migra mas lentamente que la observada con el ADN diana. Probablemente esta nueva
banda aparezca como consecuencia de la interaccién de baja afinidad de BAPPA por las
secuencias mutadas, ya que Unicamente se manifiesta en las calles del gel donde las
concentraciones son las mas elevadas.

3 6 nomenclatura de los dsADN se refiere a: AAATTT/GAGAG: es la secuencia de reconocimiento con las dos zonas
de interaccion de las unidades del hibrido bivalente; GCGGCC/GAGAG es la secuencia mutada en la region de
interaccion de BAPPA; AAATTT/GAGAGm representa la secuencia mutada para el factor de transcripcion GAGA. Sélo

se representa una de las hebras del ADN de doble cadena.
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1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Figura 179. Estudio a través de PAGE del hibrido Cs. En ambos casos calles 1,35, [hibrido Cg: 0, 300, 500,
1000 nM. Calle 2 control con [hibrido CgJ: 100 nM en presencia del ADN AAATTT/GAGAG. Izquierda: en
presencia del ADN AAATTT/GAGAGm. Derecha: en presencia del ADN CGGCC/GAGAG. Los geles se
analizaron mediante la emisién de SYBR® Gold.

La afinidad de la interaccion se determiné a través de una valoracion radiactiva con el ADN
AAATTT/GAGAG. Los problemas de solubilidad encontrados hicieron necesarios realizar
estas valoraciones a 37 °C. Estos experimentos permitieron calcular una constante de
disociacién aproximada para un modo de unioén 1:1, K, ~ (20 = 3) nM a 37 °C.
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Figura 180. Izquierda: valoracion radiactiva del hibrido con el ADN AAATTT/GAGAG. Calle 1-9, [hibrido
Cg: 0, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 150, 200 nM. Derecha: Isoterma de unidn resultante del andlisis
densiométrico del gel de la misma figura izquierda.

Los experimentos de electroforesis de retardo en gel de poliacrilamida demostraron la
interaccién selectiva y con alta afinidad del hibrido por la secuencia que presentan
simultdneamente las zonas de reconocimiento de la unidad peptidica y BAPPA. Dado que
los aza-bis(benzamidinios) son fluorogénicos se pensé en estudiar también el
comportamiento de este hibrido mediante espectroscopia de fluorescencia.

La adicién de cantidades crecientes de los ADNs AAATTT/GAGAG y AAATTT/GAGAGm
sobre el hibrido Cg; provocé un aumento en la intensidad de fluorescencia a 387 nm, como
consecuencia de la insercién del aza-bis(benzamidinio) en el surco menor del ADN;
aunque dicho aumento es considerablemente inferior al observado cuando la molécula de
aza-bis(benzamidinio) no estd conjugada al péptido. Por otro lado, en presencia del ADN
mutado en la secuencia rica en pares A/Ts no se observé ningiin aumento en la emisiéon de
fluorescencia.
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Figura 181. Izquierda: espectros de fluorescencia de la valoracion del hibrido C; con el ADN
AAATTT/GAGAG. Derecha: C; con el ADN AAATTT/GAGAGm.
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Figura 182. Espectros de fluorescencia de la valoracién del hibrido Cs con el ADN GCGGCC/ GAGAG.
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Figura 183. Representacién de los puntos obtenidos de las valoraciones fluorescentes del hibrido Cg los
ADNs: AAATTT/GAGAG (®), AAATTT/GAGAGm (O), GCGGCC/GAGAG (A ).

Los intentos iniciales de ajustar los datos experimentales a los distintos modelos de
interaccién no resultaron satisfactorios. Es necesario repetir los experimentos y, si es
posible, utilizar una menor concentracién en las valoraciones fluorescentes para que ésta
sea similar a la usada en las electroforesis de retardo en gel de poliacrilamida (PAGE).
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Conclusiones

En este apartado se ha demostrado la generalidad de la estrategia de conjugacién de
dominios de reconocimiento de factores de transcripcién naturales a moléculas pequefias
que interaccionan a través de secuencias adyacentes en el surco menor. Los hibridos
resultantes son capaces de reconocer de forma selectiva y con alta afinidad, secuencias de
ADN que incluyen ambos elementos de reconocimiento.

El empleo de aza-bis(benzamidinios) permite la aplicacién de espectroscopia de
fluorescencia para el estudio de este tipo de interacciones, como wuna técnica
complementaria a las aplicadas hasta ahora, dicroismo circular y electroforesis de retardo en
gel de poliacrilamida.
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Parte experimental

Materiales y métodos

Las reacciones para la preparacion de las moléculas pequefas se llevaron a cabo bajo
atmosfera de argon, empleando disolventes secos y a temperatura ambiente, salvo que se
especifique lo contrario. Los disolventes se secaron por destilacién bajo atmosfera de argén
sobre el agente de secado adecuado, siguiendo los procedimientos descritos en el manual de
Perrin [208]. Las fases organicas de las operaciones de extraccién se secaron sobre Na,SO,
anhidro y el disolvente se eliminé a presiéon reducida en un rotavapor.

Para el seguimiento de las reacciones por cromatografia en capa fina se emplearon
cromatofolios de gel de silice de tipo 60 Fs, (Merck) sobre soporte de aluminio y 6xido de
alimina neutra 60 Fj, (Merck) también sobre el mismo soporte. Los componentes de la
capa fina se visualizaron mediante luz UV (254 nm) o por tratamiento de ésta con una de
las siguientes disoluciones, seguido de calentamiento [209]:

e p-anisaldehido: constituye un método general de revelado; particularmente bueno con
compuestos que presentan grupos con propiedades nucleofilicas. La disolucién se
prepara afiadiendo 2.1 mL de p-anisaldehido, 1.8 mL de AcOH y 6.25 mL de H,SO, en
169 mL EtOH.

e ninhidrina: es el método de revelado mas comiin para amino compuestos. La disolucion
estd formada por un 2% ninhidrina en EtOH.

La purificacién de aquellos compuestos que se pudo hacer por cromatografia en columna a
presion reducida se llevé a cabo utilizando como fase estacionaria gel de silice de tipo 60,
con un tamafio de particula de 0.04-0.063 mm (230-400 mesh ASTM, Merck), o bien, 6xido
de alimina activo neutro, del tipo 90, con un tamafio de particula 0.063-0.200 mm (79-230
mesh ASTM, Merck), empleando el eluyente especificado en cada reacciéon. En los otros
casos, las moléculas pequenas se purificaron en un sistema preparativo Biichi Sepacore
formado por: un controlador de bombas C-615, con dos bombas C-605, para lograr un
gradiente binario de disolvente, un colector de fracciones C-660 y un espectrofotometro de
UV C-635. La purificacién se llevé a cabo usando fase reversa con gradientes lineales de
mezclas de H,0 (A) y MeOH (B) con 0.1% TFA en 30 min, con una velocidad de flujo de 30
mL/min, usando un cartucho preparativo (150 X 40 mm) preempaquetado con fase reversa
de silica gel RP18ec (Biichi 54863). Las fracciones que contenian el producto se liofilizaron
en un liofilizador ThermoSavant Modulyo D acoplado a una bomba Edwards RV de alto
vacio.

La cromatografia de HPLC analitica se llevé a cabo en un cromatografo Agilent 1100
provisto de un detector de diodos utilizando las columnas analiticas: Merck LiChrospher WP
300 RP-18 (5 um), Jupiter WP 300 RP-18 (5 um), Eclipse XDB-C18 (5 um); Phenomenex
Jupiter Proteo—C18 (4 um), Phenomenex Luna—C18 (4 um). La deteccién se llevé a cabo, en
general, a 220, 304 y 330 nm simultdneamente. La cromatografia de HPLC preparativa
usada para la purificacién de los hibridos y los péptidos se realiz6 en un cromatografo
Agilent 1100, consistente en un médulo de bombas binario y un detector de UV-visible con
una Unica longitud de onda, y utilizando las columnas semipreparativas: Nucleosil 12010
CI18 (250 x 8 mm) y Phenomenex Jupiter Proteo—C18 (250 x 10 mm). En ambas
cromatografias se utilizaron mezclas de H,0 (A) y CH;CN (B) con 0.1% de TFA. Las
condiciones estindares usadas consistieron en un régimen isocratico durante los cinco
primeros minutos seguido por el gradiente lineal determinado:
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® GRADIENTE 1: 5% — 95% disolvente B durante 30 min a una velocidad de flujo de 1
mL/min en el caso de la cromatografia analitica y 3 mL/min para la preparativa.

® GRADIENTE 2: 5% — 75% disolvente B durante 30 min a una velocidad de flujo de 1
mL/min en el caso de la cromatografia analitica y 3 mL/min para la preparativa.

® GRADIENTE 3: 0% — 35% disolvente B durante 30 min a una velocidad de flujo de 1
mL/min en el caso de la cromatografia analitica y 3 mL/min para la preparativa.

Los compuestos se caracterizaron mediante RMN y espectroscopia de masas. Los espectros
de RMN se registraron a temperatura ambiente en diferentes equipos dependiendo de la
muestra concreta. Los equipos usados fueron: Bruker DPX-250, Varian Mercury 300, Varian
Inova 400 y Varien Inova 500. Los desplazamientos quimicos estdn expresados en ppm
respecto a la sefial del TMS y las constantes de acoplamiento en Hz. Los espectros de RMN
se procesaron con el programa MestReNova y se referenciaron usando los valores de los
desplazamientos conocidos y tabulados de la bibliografia [210]. Los espectros de masas de
IQ y FAB se realizaron en un Micromass Autospec, los ESI en un PE Biosystems Voyager
System 1089, Bruker Biotof II o en un LC/MSD VL de Agilent y los MALDI en un Bruker
Autoflex.

Las medidas de pH se realizaron en un pHmetro InoLab pH Level 2.
El H,O se purific6 mediante el sistema de Millipore Milli-Q RG.

Las estructuras de rayos X utilizadas para la construccion de modelos se obtuvieron del
servidor del RCSB Protein Data Bank.™ Los modelos se construyeron con el médulo
Builder del programa InsightIl y las representaciones graficas se hicieron con el programa
MacPyMol.

Los compuestos se nombraron utilizando el programa ACD Name.

Con respecto al estilo, se siguié en términos generales la guia de la Sociedad Americana de
Quimica (ACS) [211].

XXX1V

http://www.pdb.org/pdb /home /home.do
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Aparatos y procedimientos

Procedimiento para los andlisis de dicroismo circular

La espectroscopia de dicroismo circular se llevo a cabo en un Jasco J-715 termostatizado
con un bafio Nestlab RTE-111. Los experimentos de dicroismo circular (CD) se registraron
en una celda de paso oOptico de 2 mm, con una disolucién tamponada de pH 7.5 de
composicién 10 mM de fosfato potasico y 100 mM de NaCl, para los hibridos de la regiéon
bésica y en una disolucién tamponada de: 18 mM TriseHCI, pH 7, 50 mM KCl, 1.8 mM
MgCl,, 0.5 mM AEDT y 0.55 mM DTT, y con 10 equiv de ZnCl, para los hibridos
constituidos por el dominio de unién del factor de trascripcién GAGA y a la temperatura
especificada en cada caso.

Para la medida de las interacciones entre los péptidos y los diferentes ADNs se registr6
primero el espectro del ADN solo (a una concentracién 5 uM) y se adicioné después la
disolucién del péptido, de forma que la concentracién final fuese de 5 uM; después de 2
min se registr6 el espectro de la mezcla. El espectro del péptido complejado se obtuvo
restando al espectro de la mezcla el espectro del ADN solo.

Los parametros utilizados en la medida de las muestras fueron los siguientes:
e Rango de adquisicién: 380-200 nm.

e Ancho de banda: 2.0 nm.

e Resolucién: 0.2 nm.

e Acumulacién: 5-10 barridos.

e Sensibilidad: 10 miligrados.

e Tiempo de respuesta: 0.25 segundos.

e Velocidad: 100 nm/min.

Los espectros obtenidos se suavizaron ligeramente para su mejor visualizacién utilizando
en el programa Kaleidagraph.

Procedimiento para la espectroscopia de fluorescencia

Las medidas de espectroscopia de fluorescencia se realizaron en un espectrofotémetro
Jobin—Yvon Fluoromax—3 (DataMax 2.20) termostatizado con un control de temperatura
Peltier de Wavelength Electronics LFI—3751.

Las valoraciones fluorescentes y las medidas de fluorescencia se realizaron sobre una
disolucién del analito de interés a una concentracién de 0.5 uM en TriseHCI 20 mM pH
7.5, NaCl 100 mM. En el caso de las valoraciones, se fueron afiadiendo alicuotas de la
disolucion madre del ADN correspondiente con concentracién aproximada de 550 uM.

Los parametros utilizados en la medida de las muestras de los compuestos fueron los
siguientes:

e Compuestos de tipo aza—bis(benzamidinio): incremento: 1.0 nm; tiempo de
integracién: 0.2 s; ancho de la rendija de excitaciéon: 3.0 nm; ancho de la rendija de
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emision: 6.0 nm; longitud de onda de excitacién: 329 nm; rango de adquisicion: 345—
500 nm.

e Conjugado aza-bis(benzamidinio) con DOTA[TD’']: incremento: 1.0 nm; tiempo de
integracién: 0.2 s; ancho de la rendija de excitaciéon: 3.0 nm; ancho de la rendija de
emision: 6.0 nm; longitud de onda de excitacién: 329 nm; rango de adquisicion: 345—
600 nm.

e Conjugado aza-bis(benzamidinio) con DOTA[Eu*']: incremento: 1.0 nm; tiempo de
integracién: 0.2 s; ancho de la rendija de excitacién: 6.0 nm; ancho de la rendija de
emision: 6.0 nm; longitud de onda de excitacién: 329 nm; rango de adquisicién: 500—
750 nm. Se usé un filtro de paso largo de 500 nm para evitar la interferencia del
armoénico.

e Conjugado aza-bis(benzamidinio) con cumarina: incremento: 1.0 nm; tiempo de
integracién: 0.2 s; ancho de la rendija de excitaciéon: 3.0 nm; ancho de la rendija de
emision: 4.0 nm; longitud de onda de excitacién: 329 nm o 432 nm; rango de
adquisicion: 345-640 nm.

Procedimiento para la espectroscopia de UV-visible

Las medidas de UV-visible para determinar los coeficientes de extincién de las moléculas
pequefias y para la medida de la concentracién de todas las disoluciones utilizadas en los
distintos experimentos se realizaron a t.a. en un espectrofotometro Varian Cary 100 Bio con
celdas de cuarzo Helma de paso 6ptico de 10 mm.

El coeficiente de extincién molar de los compuestos de la tabla 20 se obtuvo facilmente
mediante medidas de absorbancia de muestras de concentracién conocida y teniendo en
cuenta la ley de Lambert—Beer, que relaciona la absorbancia con la concentracion.

A=¢lC

En esta ecuaciéon A es la absorbancia de la disolucién, | es la longitud de la cubeta, C es la
concentraciéon y € es el coeficiente de extincién molar.

Las regresiones lineales de las representaciones de los valores de absorbancia frente a las
concentraciones permitieron obtener el coeficiente de extincién molar de los compuestos,
en el caso de los bis(benzamidinios) y bis(guanidinios) éstos se aislaron de la cromatografia
en fase sélida como sales de acido trifluoroacético.

Coeficiente de extincidn

Compuesto Estructura
molar
AcHN
/\
N NH
2 Hoo ) H €0 = 32,274 c ML
N NMe,
N
I o

2
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Coeficiente de extincidn

Compuesto Estructura
molar
o0 ~_0
27 H2N+\ ANHz €5600m = 21,899 cm M
NH; NH,
H H
N\/\/N
— a1
28 H2N NH2 8315nm = 32,141 cn M
A 7
NH NH;
+
NH3
35 o_L_o €560mm = 23,560 cm ™M™
HoN NH
w T
NH; NH,
s s
NH ~ NH
38 N 2/©/ \©\ )\\Jrz €3530m = 18,530 cm ™™
HN™ N N” “NH,
H H
OH
H H
N N
“ \/K/ €310mm = 29,824 cm M
HoN NH,
A A
NHz NH>
NH
H *H
56 NN €510nm = 31,497 c M
HoN NH
2 +\\(©/ \©\ﬁ_ 2
NH2 NH2

Tabla 20. Coeficientes de extincién calculados experimentalmente.

La determinacién de los coeficientes de extincién de los oligonucleétidos es diferente
dependiendo de si se trata (o no) de ADNs horquilla [212].

El coeficiente de extincién de los ADN de cadenas sencillas (no horquilla) se calculé de
acuerdo con la siguiente formula:

€250 M = {(8.8 X # T) + (7.3 x # C) + (11.7 x # G) + (15.4 x # A)} X 0.9 X 10’ M'cm*
La férmula para los ADNs horquilla es similar pero tiene en cuenta la complementariedad:
€250 M = {(8.8 X # T) + (7.3 x # C) + (11.7 x # G) + (15.4 x # A)} X 0.8 X 10’ M'cm*

En ambas férmulas # representa el nimero de la base nitrogenada determinada en toda la
secuencia de ADN, T representa las timinas, C representa las citosinas, G las guanidas y A
representa las adenidas

La hibridaciéon del ADN de doble cadena utilizado en los experimentos no radiactivos se
realizo, en el caso de los ADNs no horquilla, mezclando cantidades equimoleculares de
cada una de las hebras, y directamente en los ADNs horquilla. La disolucién de ADN se
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calenté a 90 °C durante 10 minutos, y a continuacién, se dejé enfriar lentamente hasta
alcanzar la temperatura ambiente en ambos casos.

Procedimiento para las electroforesis de retardo en gel de poliacrilamida

La electroforesis es una técnica bioquimica que se utiliza para separar sustancias con carga
eléctrica que se encuentran en una mezcla, tras someterlas a la accién de un campo
eléctrico. Inicialmente al activarse el campo eléctrico, las moléculas se aceleran rapidamente
hasta alcanzar una velocidad constante. Dicha velocidad viene dada por el equilibrio entre la
fuerza ejercida por el campo eléctrico y la fuerza que se opone al movimiento [213]:

fr=q8

En esa ecuacién q representa la carga de la molécula (en Culombios), § es la fuerza del
campo eléctrico (en voltios por metro), v es la velocidad de la particula y f su coeficiente de
friccion.

El coeficiente de friccion depende del tamafio y de la forma de las moléculas, de tal modo
que las moléculas grandes y asimétricas encuentran mas resistencia de friccién que las
pequefias o compactas. Teniendo en cuenta esto y la ecuacion anterior, se puede deducir
facilmente que las distintas velocidades a las que se desplacen las moléculas vendran dadas
por la relacién entre su carga, tamafio y forma. Por ejemplo, en el caso de dos moléculas
con la misma masa, la que tenga mayor carga neta se moverd mas rapidamente a través del
gel. De la misma forma, las proteinas pequefas (o mdas compactas) migran mas
rapidamente a lo largo del gel. La velocidad también estd determinada por el tamafio de
poro y la diferencia de potencial aplicada.

La electroforesis puede llevarse a cabo de modo libre en una disolucién; sin embargo, es
mas conveniente utilizar algin medio de soporte, los dos mas usados son el papel y el gel.
En nuestro caso particular las electroforesis (EMSA) se realizaron usando geles no
desnaturalizantes de poliacrilamida como soporte (PAGE). Los ensayos de PAGE siguen
unos determinados protocolos:

PREPARACION DE LOS GELES DE POLIACRILAMIDA: la poliacrilamida es un polimero obtenido
por copolimerizacién radicalaria de la acrilamida y la N, N'—metilenbisacrilamida. Esta
ultima favorece el entrecruzamiento de la acrilamida, por ello las propiedades fisicas del gel
en cuanto a su rigidez y tamafio de poro vendran determinadas por la proporciéon de N, N
metilenbisacrilamida presente en él. En nuestros experimentos se utilizaron geles no
desnaturalizantes del 10% de poliacrilamida. La preparacién de dos minigeles se llevé acabo
de la siguiente manera: en un matraz erlenmeyer se mezclaron 7.55 mL de H,0, 1.2 mL de
TBE™ 5%, 3.5 mL de protogel (mezcla de acrilamida/N, N —metilenbisacrilamida 30/0.8),
7.5 uL de TMEDA (N, N, N’, N'-tetrametiletilendiamina) para estabilizar los radicales y
controlar la velocidad de polimerizacion y 75 UL de persulfato amoénico al 10% que actia
como agente iniciador de la reaccién radicalaria. La mezcla se agita brevemente y se
introduce entre las placas, colocdndose en Gltimo lugar el molde para formar los pocillos, en
los que se cargaran las muestras. La mezcla se dejé polimerizar durante media hora,
después se retird el molde y se lavaron los pocillos con H,0 Milli-Q.

¥ La composicién del TBE 5x es: 0.445 M Trizma® base, 0.445 M dcido bérico, 10 mM AEDT (pH 8.0). Salvo para

el caso de los dedos de cinc, donde se usé menos AEDT y un medio un poco mds dcido: 5 mM, pH = 6.8.
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MARCAJE DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS CON P: en el caso de los experimentos de
electroforesis que se realizaron con oligonucle6tidos marcados radiactivamente con *P en
el extremo 5’ se sigui6 el siguiente protocolo de marcaje. Se prepararon disoluciones de las
hebras de cadena sencilla de concentracién 10 uM y con ellas se prepararon las siguientes
disoluciones:

e disolucion de marcaje: 1 nL de la disolucién 10 uM del oligonucleétido de cadena sencilla
que se desea marcar + 1 uL de tampén quinasa 10 x (40 mM TriseHCI pH 7.5, 10 mM
de MgCl, y 5 mM de DTT) + 3.5 uL de H,0 Milli-Q + 4 uL de **Y~ATP (5000 Ci/mmol)
+ 0.5 uL de T—4 polinucleétido quinasa de concentraciéon 10 unidades/uL. Esta enzima
es la encargada de la transferencia del grupo fosfato del *Y~ATP al extremo 5 del
ologonucleétido)

La mezcla se incub6 a 37 °C durante 1 h y después se calenté a 90 °C durante 10 min para
inactivar el enzima.

o disolucion de la cadena complementaria: 2 uL de la hebra complementaria 10 uM + 1 pL
de tampoén quinasa 10 x (40 mM TriseHCl pH 7.5, 10 mM de MgCl, y 5 mM de DTT) +
7 uL de H,0.

Finalmente las dos disoluciones se mezclaron y se hibridaron de la misma forma explicada
anteriormente.

INCUBACION DE MUESTRAS, DESARROLLO DE LOS GELES Y DETECCION: la incubacién se llevé a
cabo usando en el caso de las electroforesis radiactivas 45 pM de dsADN marcado y en las
fluorescentes 50 nM de dsADN sin marcar, en una mezcla de 20 uL que contenia una
composiciéon diferente dependiendo del péptido. Salvo en los hibridos que presentan el
dominio de unién de GAGA la composicion fue: 18 mM de Tris, pH 7.5, 90 mM de KCl, 1.8
mM de MgCl,, 1.8 mM de AEDT y 9% de glicerol, 0.11 mg/mL de BSA y 2.2% de NP—40 En
los dedos de cinc la composicién fue: 18 mM de Tris, pH 7.0, 50 mM de KCl, 1.8 mM de
MgCl,, 0.5 mM de AEDT, 9% de glicerol, 0.11 mg/mL de BSA y 4.4% de NP-40. Las
mezclas se incubaron durante 30 min a la temperatura a la que se va a realizar el
experimento. Posteriormente se cargaron las muestras en el gel y éste se desarrollé durante
45 min en una disoluciéon de TBE 0.5x a 140 V a t.a. y durante 1h en las electroforesis a 4
°C.

Finalmente, en el caso de las electroforesis fluorescente los geles se tifieron con una
disolucién de 5 UL de SYBR® Gold en 50 mL de TBE 1x durante 10 min y se visualizaron
con un transiluminador UVP (A = 302 nm). Cuando los experimentos de PAGE se
realizaron con oligonucle6tidos marcados con *P, después de desarrollar los geles, estos se
fijaron por tratamiento con una disolucién al 33% de MeOH y 10% de AcOH, se secaron y
se autorrevelaron en una placa fotografica a -80 °C.

Procedimiento para los estudios de internalizacién celular

Las células crecieron en un medio de DMEM con un 10% de FBS. El dia anterior a los
ensayos de internalizacién las células se sembraron en cajas de 12 compartimentos
provistos con un cubreobjetos de vidrio (15 mm). Antes de realizar los experimentos, las
células se lavaron tres veces con PBS y posteriormente se afiadié 1 mL de DMEM fresco sin
suero afiadido. A continuacién, se anadié sobre cada compartimento el volumen
correspondiente de los diferentes compuestos a analizar para tener una concentraciéon final
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de compuesto de 2 uM. Las muestras se incubaron en una atmoésfera de 5% de CO, a 37 °C.
Tras la incubacién las células se lavaron tres veces con PBS para eliminar el exceso de los
compuestos y se observaron en un microscopio de fluorescencia antes y después de fijar. La
fijacién se llevo a cabo por el tratamiento de una disolucién al 4% de p—formaldehido en
PBS con 300 nM de DAPI (para tenir los nucleos) durante 15 min a 4 °C. Después de la
fijacion, los cubreobjetos se colocaron sobre portaobjetos usando como soporte Mowiol 4—
88® (100 mg/mL en 100 mM TriseHCl, pH 8.5, 25%) y DABCO 0.1% para evitar el
desvanecimiento de la sefial. Las imagenes se obtuvieron con una camara digital Olympus
DP-50 colocada en un microcopio de fluorescencia Olympus BX51.

198



Parte experimental

Determinacion de las constantes de afinidad

Determinacion de la constante de afinidad mediante los experimentos radiactivos de
PAGE

La determinacién de la constante de afinidad mediante los experimentos radiactivos de
PAGE se basa en medir la intensidad relativa de cada una de las bandas de electroforesis a
las distintas concentraciones. El desarrollo matematico en el que se basa se detalla a
continuacion, donde P representa al hibrido, M al ADN y PM al complejo.

PM=ZP+M

El hecho de que se usen concentraciones de ADN muy inferiores a las del hibrido permite
despreciar la fraccion x del péptido total que reacciona para formar el complejo PM.
Consecuentemente la constante de disociacién viene dada por la siguiente expresion:

[M][P] [M][P] - [P]z
P=pay TR E T

Por otro lado, teniendo en cuenta que la intensidad relativa medida se corresponde a la
fraccién unida y que ésta a su vez es igual al cociente de la fraccién de ADN que reacciona
con el hibrido y el ADN total, sustituyendo el valor de [M] por el valor despejado de la
ecuacién superior, llegamos a la siguiente igualdad:

x [P]

euni a = T2 - 1Dl
= IM] ~ Kp +[P]

Por lo tanto si se representa la intensidad relativa de las bandas de electroforesis a cada
concentracion, los datos se ajustardn a una funcién asintdtica creciente de la que se puede
deducir la constante de disociacién y, consecuentemente, la constante de afinidad.

Determinacion de la constante de afinidad mediante fluorescencia

La tipica ecuacién para un modo de uniéon 1:1 en el cual un ligando no fluorescente
(dsADN) se afiade sobre un receptor fluorescente [compuesto aza—bis(benzamidinio)] se
describe por las siguientes ecuaciones si no se tiene en cuenta la unién no especifica:

KD:% (1)

Rr=R+c (2
Lr=r+c 0

Fr=Fy+FoxC (4
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Donde R es la concentracién del receptor libre en el equilibrio; Ry, la concentracién total del
receptor (se mantiene aproximadamente constante durante toda la valoracién); L, es la
concentraciéon de ligando libre en el equilibrio; L;, es la concentracién total de ligando
anadido; K, es la constante de disociaciéon de la interacciéon entre el receptor y el ligando; C
es la concentracién del complejo ligando-receptor fluorescente; Fr, es la fluorescencia total
observada; F,, es un pardmetro ajustable que considera la fluorescencia del fondo; F. es un
pardmetro ajustable para la fluorescencia del complejo ligando-recetor. Resolviendo el
sistema de ecuaciones para F;y eliminando R, L, y R;, se obtuvo la conocida ecuacién 5:

1
Fr = 5[2FO + FC\/K% + (Lr — Rr)?+2Kp(Lr + Rr))]  (9)

Esta ecuaciéon es valida cuando la contribuciéon de la fluorescencia del ADN a la
fluorescencia total es muy pequena, despreciable. Esto s6lo ocurre cuando el receptor se
une al ADN diana de forma muy eficiente y consecuentemente hay una gran aumento de la
intensidad de emision de fluorescencia.

Si la unién es mas débil el aumento de intensidad de fluorescencia es menor y entonces la
ecuacion 5 no es un modelo apropiado para lo observado experimentalmente. Se necesita
otra ecuaciéon en el cual la fluorescencia total Fy, considere la fluorescencia del ligando
(ADN) (F, L;) [183].

Fr=Fy+Fo-C+F, Ly (6)

El conjunto resultante de ecuaciones se resolvi6 usando el programa Mathematica 6.0.1.0
para MacOS X (Wolfram Research), dando lugar a la ecuacién 7, que fue usada para el ajuste
no lineal de los datos experimentales. Esta ecuacién considera las pequenas variaciones de
la emisién de fluorescencia como resultado de la fluorescencia residual del ADN a una
determinada longitud de onda.

1
Fr = 3[2Fo + Fo - Kp + Fe - Ly + 2F, - Ly + Fo - Ry — For/K} + (Lt — Rr)? + 2Kp(Lr + Rr))] (7)

Determinacion de la constante de afinidad mediante experimentos de competicion

Los datos obtenidos de los experimentos de competicién se ajustaron al modelo general de
unién en el que un agente no fluorescente de reconocimiento del surco menor y BAPPA
compiten por la unién a una misma y Unica regiéon de un dsADN [188]. Este modelo
considera una unién competitiva completa, lo que significa que la interaccién del agente no
fluorescente de reconocimiento y BAPPA son exclusivas mutuamente. También no se
considera los efectos de interaccién inespecifica.

Este comportamiento se describe por un grupo de ecuaciones similares a las de la unién
directa, las cuales se pueden resolver dando lugar a la ecuacién 8.
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2v/d? — 3e - cos/3 —d

Fr =
"7 3Kp + 2V — 3¢ -cos0/3 — d

®)

Donde:

d=Kp+Kpc+Lr+Lor — Ry (9)

(3:(LC’T_RT)'KD+(LT_RT)'KDC+KDKDC (].O)

f=-KpKpcRr (11)

—2d> + 9de — 27f
24/(d? — 3e)3

6 = arccos

(12)

Ky es la constante de disociacién del agente de unién competitivo, L¢r es la concentracién total
de dicho compuesto.
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Reacciones

Sintesis del esqueleto tripirrélico

Acipo 1-METIL—4—N1TRO—1 H-PIRROL—2—CARBOX{LICO (3)

N 41% N
I o (o)
58 3

El acido 1-metil-1H—pirrol-2—carboxilico (15.34 g, 122.59 mmol) se disolvié en Ac,O (92
ml). La disolucién se enfrié a -25 °C y sobre ésta se afiadi6 gota a gota, mediante un
embudo de presiéon compensada (45 min), una mezcla de Ac,0 (58 mL) y HNO; (70%, 12
mlL) a -25 °C. La disolucién resultante se agité enérgicamente a -25 °C durante 30 min y se
llevé a ta. lentamente. La suspension resultante se enfri6 nuevamente a -25 °C para
favorecer la formacién de un precipitado que se filtré y se lavé con hielo y Ac,0 (8 mL) y
posteriormente con agua fria. El sélido aislado se secé a vacio sobre P,0s, obteniéndose el
producto 3 como un sélido de color amarillo claro (8.54 g, 41%, pf 200 °C) [214].
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Figura 184. Cromatograma de HPLC del compuesto 3 gradiente 1, A = 222 nm.

RMN 'H (250 MHz, CD;0D, 3): 3.79 (s, 3H), 7.14 (s, 1H), 7.69 (s, 1H).

RMN *C (250 MHz, CD,O0D, 8): 38.16 (CH,), 112.99 (CH), 124.92 (C), 129.55 (CH), 136.16
(C), 162.68 (C).

EM-IE (70 eV) m/z: M* 170 (100), 79 (33), 58 (16).
EMAR: calcd para C;HN,0,: 170.0328. Encontrada: 170.0394.
HPLC: tz= 14.87 min.
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Parte experimental

N—[3—(DIMETILAMINO)PROPIL|-1-METIL—4—1 H—PIRROL—2—CARBOXAMIDA (4)

02N OZN
0 H
/N\ on 1 SOCk CHiCl,, 0°C /N\ o NMe,
[ 2. H,N™ >""NMe,, DMF I 0
3 72% 4

Sobre una disolucién del 4cido 3 (3.00 g, 17.64 mmol) en 60 mL de CH,Cl, y DMF (0.5 mL)
enfriada a 0 °C se adiciond lentamente SOCI, (15.4 mL, 176.47 mol) y se agit6 la mezcla
durante 6 h. El exceso de SOCI, se eliminé a presién reducida y se dej6 15 min en la bomba
a vacio. El residuo resultante se disolvi6 en DMF (12 mL) y sobre dicha disolucién, enfriada
a 0 °C, se anadi6 lentamente N', N'~dimetilpropano-1, 3—diamina (5 mL, 38.72 mmol). La
mezcla de la reaccién se agit6 a t.a. durante 12 h, después de las cuales se afiadi6 agua (150
ml) y se extrajo con AcOEt (5 x 20 mL). Las fases orgdnicas combinadas se lavaron con
NaHCO; acuoso (10%), se secaron con Na,SO, y concentraron a vacio. El residuo obtenido
se purificé por cromatografia en columna de silica gel (5 - 10%, MeOH/CH,Cl,), para dar
un soélido amarillo claro cuyos datos espectroscopicos coinciden con los descritos en la
bibliografia para el producto 4 (3.22 g, 72% rendimiento global, pf 120 °C).
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Figura 185. Cromatograma de HPLC del compuesto 4 gradiente 1, . = 222 nm.

RMN 'H (250 MHz, CD;0D, 8): 1.76 (quin, ] = 7.16 Hz, 2H), 2.27 (s, 6H), 2.41 (t, ] = 6.90
Hz, 2H), 3.29-3.34 (m, 2H), 3.93 (s, 3H), 7.25 (s, 1H), 7.82 (s, 1H).

RMN C (250 MHz, CD;0D, §): 28.09 (CH,), 37.96 (CH3), 38.59 (CH,), 45.35 (CH,), 58.15
(CH,), 108.50 (CH), 127.79 (C), 128.41 (CH), 136.12 (C), 162.54 (C).

EM-IE (70 eV) m/z: M* 254 (10), 181 (14), 153 (11), 153 (11), 131 (17), 58 (100).
EMAR: calcd para C;;HN,O;: 254.1379. Encontrada: 254.1399.
HPLC: tp= 12.24 min.
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Acipo 4-N1TRO-1 H-PIRROL-2—CARBOXILICO (6)

O5N O:N
m\rfoa NaOH 1M, EtoHH,0 ¢ N on
” 90 °C, 90% N

o) H o
59 6

El compuesto 6 se sintetizé del mismo modo al descrito en bibliografia. [215] El éster 59
[216] (1.01 g, 5.43 mmol) se hizo reaccionar con una disolucién (30 mL) de NaOH 1 M en
EtOH acuoso (70%). La mezcla se agité a 90 °C durante 4 h. A continuacién, la disolucién
resultante se enfri6 a -20 °C y se acidificé hasta pH 1 con HCI concentrado. El precipitado
resultante, amarillo claro, se extrajo con éter (4 x 20 mL). Las fases organicas combinadas se
secaron y concentraron a presion reducida para la obtencion del producto deseado 6 como
un sélido blanco. Dicho sélido no necesité ninguna etapa de purificacién y sus datos
espectroscopicos coinciden con los descritos en la bibliografia [116] (0.76 g, 90%, pf 210 °C).
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Figura 186. Cromatograma de HPLC del compuesto 6 gradiente 1, A = 222 nm.

RMN 'H (250 MHz, CD,0D, §): 3. 18 (s, 1H), 7.17 (s, 1H), 7.68 (s, 1H).
RMN *C (250 MHz, CD,O0D, §): 110.65 (CH), 123.82 (CH), 125.03 (C), 138.61 (C), 162.67
(€).

EM-IE (70 €V) m/z: M* 156 (63), 138 (13), 122 (12), 108 (9), 92 (6), 65 (100).

EMAR: calcd para C;H,N,0,: 156.0171. Encontrada: 156.0172.

HPLC: tz=13.03 min.
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N—[3—[(DIMETILAMINO)PROPIL]-1-METIL—4—{[(1-METIL-4—NITRO—1 H—PIRROL—2—IL)
CARBONILJAMINO}-1 H—PIRROL-2—CARBOXAMIDA (5) [217]
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/ N\
O,N N NH
H 1. Hp, Pd/C 10%, MeOH I o J\
/ ) __N__~__NMe, 2 DECP, Et:N, DMAP, THF _ N N._~_ NMe,
N
ON
l I o
4 /N OH 75% 5
N
I o
3

Una suspension del pirrol 4 (1.20 g, 4.72 mmol) y Pd/C 10% (0.65 g) en MeOH (30 mL) se
agit6é durante 1 h a t.a. bajo atmésfera de H,. El catalizador se separé por filtraciéon a través
de celita y el filtrado se concentr6é a sequedad a presién reducida. El residuo obtenido se
disolvi6 en DMF (2 mL) y se adicion6 sobre una nueva disolucién previamente preparada y
enfriada a 0 °C, de 3 (0.57 g, 3.33 mmol), DECP [218] (0.63 mL 3.88 mmol), Et;N (2.3 mL,
16.7 mmol) y DMAP catalitico, en THF (10 mL). La mezcla se agit6 a t.a. durante 12 h,
pasadas las cuales, se adicion6 MeOH (5 ml) y los disolventes se eliminaron a presion
reducida. El residuo obtenido se purificé por cromatografia en columna de alimina (1%
Et;N en 10% MeOH/CH,Cl,) obteniéndose un sélido amarillo (1.12 g, 75% rendimiento
global, pf 190 °C).
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Figura 187. Cromatograma de HPLC del compuesto 5 gradiente 1, A = 222 nm.

RMN 'H (250 MHz, CD,0D, §): 1. 83 (quin, J = 7.20 Hz, 2H), 2.35 (s, 6H), 2.50 (t, / = 7.61
Hz, 2H), 3.36-3.42 (m, 2H), 3.91 (s, 3H), 4.03 (s, 3H), 6.84 (s, 1H), 7.24 (s, 1H), 7.44 (s,
1H), 7.88 (s, 1H).

RMN *C (250 MHz, CD;0D, §): 28.09 (CH,), 36.64 (CH;), 37.88 (CH3), 38.41 (CH,), 45.25
(CH,), 58.12 (CH,), 105.86 (CH), 108.68 (CH), 120.24 (CH), 122.72 (C), 124.66 (C), 128.63
(CH), 136.04 (C), 159.60 (C), 164.16 (C).

EM-FAB* (m/z): [M + H]" 377 (100), 361 (14), 217 (26), 157 (17).
EMAR: calcd para C;H,sNO,4: 377.1859. Encontrada: 377.1945.
HPLC: tz=11.58 min.
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Parte experimental

N-[3-[(DIMETILAMINO)PROPIL]-1-METIL—-4—{[(1-METILI-4—{[(4-NITRO—1 H-PIRROL—2—1IL)
CARBONIL|AMINO}-1 H-PIRROL—2—IL) CARBONILJAMINO }—1 H—PIRROL—2—CARBOXAMIDA (7 )

02N OZN
/\ /\
N NH N NH
b 1. Hy, Pd/C 10%, MeOH HoJ )
/ ) _N._~_NMe, 2.DECP EtsN, DMAP, THF _ /7 \ K NMe,
i '
0o
I\ o 7% A
5 N 7
H o
6

Una suspension del compuesto 5 (1.20 g, 2.90 mmol) y Pd/C 10% (0.65g) en MeOH (30
mL) se agit6 durante 1 h bajo atmédsfera de H,. El catalizador se eliminé por filtracién a
través de celita y el filtrado se concentré a sequedad. El residuo se disolvi6 en DMF (8 mL) y
se adicion6 sobre una nueva disolucién, previamente preparada y enfriada a 0 °C, de: 6
(0.56 g, 3.58 mmol), DECP (0.63 mL 3.88 mmol), Et,N (2.10 mL, 14.90 mmol) y DMAP
catalitico en THF (22 mL). La mezcla se agité6 a ta. durante 12 h. Posteriormente, se
adicion6 MeOH (5 ml) y los disolventes se eliminaron a presiéon reducida. El residuo se
purificé por cromatografia en columna de alamina (5%, MeOH/CH,Cl,) dando el producto
deseado 7 como un sélido de color amarillo (1.09 g, 78% rendimiento global, pf 265 °C).
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Figura 188. Cromatograma de HPLC del compuesto 7 gradiente 1, A = 222 nm.

RMN 'H (300 MHz, DMSO-dg, 8): 1.58 (t, / = 7.00 Hz, 2H), 2.12 (s, 6H), 2.24 (t, J = 7.01
Hz, 2H), 2.45-2.47 (m, 3H), 3.14-3.18 (m, 2H), 3.76 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 6.78 (s, 1H), 6.95
(s, 1H), 7.15 (s, LH), 7.24 (s, 1H), 7.56 (s, 1H), 7.91 (s, 1H), 8.04 (t, / = 5.52 Hz, 1H), 9.90 (s,
1H), 10.23 (s, 1H).

RMN “C (300 MHz, DMSO-d,, 8): 27.08 (CH,), 35.97 (CH;), 36.20 (CHj;), 37.05 (CH,),
45.08 (CH;), 57.02 (CH,), 104.03 (CH), 104.37 (CH), 105.49 (CH), 117.85 (CH), 118.58
(CH), 121.36 (C), 122.03 (C), 123.05 (C), 123.15 (CH), 123.21 (C), 127.19 (C), 136.42 (C),
156.53 (C), 158.34 (C), 161.21 (C).

EM-FAB" (m/z): [M + H]" 485 (32), 460 (100), 307 (90), 289 (30).

EMAR: calcd para C,,H,oNgOs: 485.2183. Encontrada: 485.2276.

HPLC: tp= 16.18 min.
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Parte experimental

4—({[4-(AcETILAMINO)—1 H-PIRROL—2—IL]CARBONIL}AMINO—N—[5—({[3—(DIMETILAMINO)
PROPIL|JAMINO}CARBONIL)—1-METIL—1 H—PIRROL—-3—11]-1-METIL-1 H-PIRROL—2—
CARBOXAMIDA (2)[219]

ON AcHN
]\ / \
N NH N NH
NI ) 1. Hp, Pd/C 10%, MeOH oo A
7\ R NMe, 2-AcCl,EtN,DMF / N\ R NMe,
N 82% h
0 o)
2 2
7 2

Una suspensién del compuesto 7 (1.00 g, 2.18 mmol) y Pd/C 10% (0.60 g) en MeOH (40
mlL) se agit6 durante 45 min bajo una atmésfera de H,. El catalizador se eliminé por
filtracién a través de celita y el filtrado se concentré a sequedad. El residuo se disolvi6é en
DMF (15 mL) y se enfrié a 0 °C. Sobre esta disolucion se afiadi6 gota a gota, otra preparada
previamente de Et;N (1.20 mL, 8.51 mmol) y AcCl (0.30 mL, 4.16 mmol) en DMF (10 mL).
La mezcla se agité a 0 °C durante 30 min y a t.a. durante 2 h. Los disolventes se eliminaron
a presion reducida y el residuo se purificé por cromatografia en columna de alimina (5%,
MeOH/CH,Cl,) obteniéndose el producto deseado 2 como un sélido amarillo—anaranjado
(0.89 g, 82% rendimiento global, pf 202 °C).
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Figura 189. Cromatograma de HPLC del compuesto 2 gradiente 1, A = 222 nm.

RMN 'H (250 MHz, CD,0D, §): 1.76-1.79 (m, 2H), 2.06 (s, 3H), 2.27 (s, 6H), 2.42 (t, J = 7.6
Hz, 2H), 3.27-3.30 (m, 2H), 3.84 (s, 3H), 3.88 (s, 3H), 6.76 (s, 1H), 6.89-6.92 (m, 2H),
7.14-7.18 (m, 3H).

RMN “C (250 MHz, CD,0D, 3): 22.91 (CH,), 28.19 (CH,), 36.76 (CH,), 38.45 (CH,), 45.30
(CH,), 58.23 (CH,), 103.88 (CH), 106.02 (CH), 106.48 (CH), 114.30 (CH), 120.43 (CH),
120.81 (CH), 123.19 (C), 123.24 (C), 124.59 (C), 124.68 (C), 125.29 (C), 160.67 (C), 161.39
(C), 164.22 (C), 170.37 (C).

EM-FAB" (m/z): [M + H]" 497 (7), 389 (100), 287 (42), 129 (26).
EMAR: calcd para C,,H;3NO,: 497.2547. Encontrada: 497.2562.
HPLC: tz=13.68 min.
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Parte experimental

Sintesis de los conectores alquilicos

TERT-BUTIL(2—CIANOETIL) (5—HIDROXIPENTIL) CARBAMATO (16)

1. > , EtOH NN N
HO/\/\/\NHZ CN, EtO ~HO N/\/C
2. BOCzo, EtsN, CHZCIZ Boc
15 96% 16

La sintesis del compuesto 16 se realiz6 siguiendo un procedimiento publicado previamente
por nuestro grupo [81]. El compuesto comercial 5—-aminopentanol 15 (11.99 g, 116.28
mmol) se disolvié en EtOH (120 mL) y sobre esta disolucién, previamente enfriada a 0 °C,
se adicion6 lentamente (45 min) acrilonitrilo (7.66 mL, 116.28 mmol). La mezcla resultante
se dejo que alcanzase t.a. y se agité6 durante 12 horas. El disolvente se eliminé a presiéon
reducida y sobre el residuo se afiadi6 CH,Cl, (120 mL). A continuacién se afiadié Et;N
(32.25 mL, 232.80 mmol) y Boc,0 (25.34 g, 116.28 mmol) y se agit6é la mezcla durante 1 h a
t.a. Una vez transcurrido ese tiempo, se afiadi6 HCl acuoso (75 mL, 3%) para facilitar la
extraccion de la mezcla con CH,Cl, (2 x 75 mL). Las fracciones organicas combinadas se
secaron con Na,SO, y se concentraron a presion reducida. El residuo aceitoso obtenido se
identific6 como el compuesto deseado 16 (28.69 g, 96% rendimiento global) que se utilizé
en la reaccién siguiente sin necesidad de purificacién.

RMN 'H (250 MHz, CDCl;, §): 1.22-1.32 (m, 2H), 1.38 (s, 9H), 1.44-1.52 (m, 4H), 2.52 (ba,
2H), 3.17 (t, /= 7.32 Hz, 2H), 3.37 (t, / = 6.70 Hz, 2H), 3.52 (t, / = 6.39 Hz, 2H).

RMN “C (250 MHz, CDCl,, §):*" 16.82 (CH,), 17.38 (CH,), 22.82 (CH,), 27.69 (CH,), 28.22
(CH,), 28.22 (CH,), 32.11 (CH,), 43.29 (CH,), 43.72 (CH,), 47.42 (CH,), 48.41 (CH,), 62.13
(CH,), 80.22 (C), 80.46 (C), 117.92 (C), 118.32 (C), 154.76 (C), 155.27 (C).

EM-IQ" (70 eV) m/z: M* 257 (1), 201 (26), 184 (53), 157 (100), 139 (36), 116 (72).

EMAR: calcd para C3H,5N,0;5: 257.1865. Encontrada: 257.1876.

XXXVi . . o ~ . P ~
Se observa una duplicacién de las sefiales mds cercanas al grupo Boc; este fendmeno no es extrafio en los

compuestos que presentan este grupo protector; es el resultado de la existencia de diferentes conférmeros que

intercambian lentamente en la escala del RMN.

214



Parte experimental

HO/\/\/\N ~_~CN
Boc
s
M |
I ¥ T . T J T X T B T B T X T L T r T X T L T . i
12 11 10 9 8 4 3 2 1 0

6
f1 (ppm)

I |

A ; i1

[ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 f %00 ) 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm

215



Parte experimental

TERT-BUTIL—{3—[(TERT-BUTOXICARBONIL)AMINO|PROPIL}(5—HIDROXIPENTIL) CARBAMATO
(17)

e~ A CN 1L LBHJTMSCL THE |~~~y
HO Do 2.Boc,0, N, CH,Cl, 1O o NHBoc
16 17
84%

La sintesis del compuesto 17 se realiz6 siguiendo el procedimiento de reducciéon de nitrilos
de Giannis y Sandhoff [141]. Sobre una suspensién de LiBH, (3.03 g, 137.70 mmol) en THF
(41 mL) se adicioné lentamente (40 min) TMSCI (35.65 mL, 281.10 mmol). La suspensién
resultante se agité6 durante 45 min a t.a. para formar el complejo reductor BH;eTHF. A
continuacién, dicha suspensioén se enfrié a 0 °C y sobre ésta se anadié una disolucién
previamente preparada del nitrilo 16 (20.41 g, 79.75 mmol) en THF (41 mL). Después de 12
h la mezcla se enfrié de nuevo y la reaccién se detuvo mediante la adicién lenta y controlada
de MeOH (10 mL). El disolvente se eliminé parcialmente, se afiadi6 una disolucién acuosa
de KOH (25 mL, 10%) y se extrajo la mezcla con CH,Cl, (3 x 40 mL). Las fracciones
organicas combinadas se secaron y concentraron a presion reducida. El residuo aceitoso
conteniendo la amina deseada (10.00 g, 38.46 mmol) se disolvié en CH,Cl, (50 mL) y sobre
esta disolucién se adicionaron: Et;N (8.13 mL, 57.98 mmol) y Boc,O (8.40 g, 38.46 mmol).
La mezcla resultante se agit6 durante 1 h a t.a. y a continuacién se afiadi6 HCl acuoso (25
ml, 3%) y se extrajo con CH,Cl, (2 x 25 mlL). Las fracciones organicas combinadas se
secaron con Na,SO, y concentraron a presiéon reducida. El residuo aceitoso se purificé por
cromatografia en columna de silica gel (5%, MeOH/CH,Cl,) para dar el alcohol 17 como un
aceite (13.32 g, 84% rendimiento global).

RMN 'H (250 MHz, CDCl,, 8): 1.28-1.34 (m, 2H), 1.41 (s, 9H), 1.43 (s, 9H), 1.49-1.62 (m,
4H), 1.82-2.03 (m, 2H), 3.06-3.11 (m, 4H), 3.22 (ba, 2H), 3.61 (t, / = 6.31 Hz, 2H).

RMN *C (250 MHz, CDCl,, §):™ 23.16 (CH,), 28.56 (CH;), 29.57 (CH,), 32.51 (CH,), 39.24
(CH,), 40.63 (CH,), 44.01 (CH,), 44.58 (CH,), 46.94 (CH,), 47.99 (CH,), 49.88 (CH,), 62.30
(CH,), 79.41 (C), 115.93 (C).

EM-IQ" (70 eV) m/z: M* 361 (100), 261 (47), 205 (44).
EMAR: calcd para C;gH;,N,0Os: 361.2703. Encontrada: 361.2702.
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TERT-BUTIL—{3—[(TERT-BUTOXICARBONIL)AMINO|PROPIL}(5—YODOPENTIL) CARBAMATO (14)

l5, Ph3P, imidazol, CH,CI
/\/\/\ 2y 3, 3 2 2‘ /\/\/\
HO N~ >""NHBoc - | N~ >""NHBoc
Boc 95% Boc
17 14

La yodacién del compuesto 17 se realizé siguiendo el procedimiento clasico descrito por
Garegg y Samuelsson [117]. Sobre una disolucién de: Ph;P (1.34 g, 5.11 mmol), imidazol
(0.48 g, 6.99 mmol) y el alcohol 17 (1.68 g, 4.66 mmol) en CH,Cl, (35 mL), se adicioné I,
(1.16 g, 4.66 mmol). De forma instantdnea se observé la formaciéon de un precipitado
blanco, correspondiente al 6xido de fosfina. La mezcla de reacciéon se agit6 durante 10 min a
t.a., posteriormente, se afiadié sobre una disolucién acuosa de NaHSO; (20 mL, 1M) y se
extrajo con CH,Cl, (3 x 30 mlL). Las fracciones organicas combinadas se secaron con
Na,SO, y concentraron a presiéon reducida. El residuo aceitoso se purificé por cromatografia
en columna de silica gel (20 — 60%, AcOEt/hexano) para dar un aceite (2.08 g, 95%) que se
identific6 como el yoduro 14.

RMN 'H (250 MHz, CDCl,, §): 1.20-1.44 (m, 22H), 1.48-1.62 (m, 2H), 1.70 (quin, / = 7.15
Hz, 2H), 2.88-3.18 (m, 8H).

RMN 3C (250 MHz, CDCl,, 8): 6.55 (CH,), 27.42 (CH,), 27.56 (CH,), 28.30 (CH,), 32.88
(CH,), 37.28 (CH,), 43.58 (CH,), 44.20 (CH,), 46.40 (CH,), 78.57 (C), 79.29 (C), 155.84 (C).

EM-FAB* (m/z): [M+H]" 471 (45), 371 (24), 315 (100).
EMAR: calcd para C;gH;(N,O,I: 471.1720. Encontrada: 471.1703.
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Parte experimental

TERT-BUTIL(3—YODOPROPIL) CARBAMATO (22)

AN 1. BOCZO, Et3N, CHchZ = AN
HO N2 51, PhaP, imidazol, CH,Cl, ! NHBoc

23 82% 22

El compuesto comercial 3—amino—-1-propanol (23) (5.10 mL, 66.70 mmol) se disolvi6 en
CH,Cl, (150 mL). Sobre esta disolucién se adicionaron Et;N (13.86 mL, 100.05 mmol) y
Boc,0 (16.00 g, 73.30 mmol); la mezcla resultante se agit6 durante 2 h a t.a. después de las
cuales se afiadi6 HCl acuoso (200 ml, 3%) y se extrajo la mezcla con CH,Cl, (3 x 150 mL).
Las fracciones organicas combinadas se secaron y concentraron a presiéon reducida. El
residuo obtenido (2.40 g, 13.69 mmol) se redisolvi6 en CH,Cl, (50 mL). Sobre esta
disolucién se afiadi6é Ph,P (3.95 g, 15.06 mmol), imidazol (1.40 g, 20.54 mmol) y I, (3.47 g,
13.69 mmol) [117]. Se observé inmediatamente la formacién de un precipitado blanco
correspondiente al 6xido de fosfina. La mezcla de reaccién se agité durante 10 min a t.a.,
posteriormente se afladié sobre una disolucién acuosa de NaHSO; (40 mL, 1M) y se extrajo
con CH,Cl, (2 x 50 mL). Las fracciones organicas combinadas se secaron con Na,SO, y
concentraron a presiéon reducida. El residuo obtenido se purificé por cromatografia en
columna de silica gel (20 — 60%, AcOEt/hexano) para dar el yoduro 22 como un aceite
(3.44 g, 82% rendimiento global).

RMN 'H (250 MHz, CDCly, 8): 1.40 (s, 9H), 1.99 (quin, ] = 6.70 Hz, 2H), 3.16 (t, / = 6.83
Hz, 4H), 4.74 (ba, 1H).

RMN C (250 MHz, CDCl,, §): 3.28 (CH,), 28.46 (CH,), 33.48 (CH,), 41.07 (CH,), 79.43 (C),
156.27 (C).

EM-IQ* (70 eV) m/z: [M+H]" 286 (23), 230 (86), 186 (28), 102 (88).
EMAR: calcd para CgH;NO,I: 286.0304. Encontrada: 286.0291.
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Parte experimental

3—[(5-HIDROXIPENTIL)OXI|[PROPANONITRILO (10)

N
HO™ " "0H ; NaH, THF HO/\/\/\O/\/C
- ZCN

10
o 48%

El 1,5-pentanodiol (3.00 mL, 28.62 mmol) se adiciond sobre una suspensién previamente
preparada y enfriada a 0 °C de NaH (0.86 g, 28.62 mmol) en THF (50 mL). La mezcla se
agité 5 min a 0 °Cy 20 min a t.a., enfri6é a 0 °C y sobre ella se afiadi6 acrilometilo (1.50 mL,
22.82 mmol). La mezcla resultante se agit6 durante 10 h a t.a., después de las cuales se
anadi6 lentamente MeOH (5 mL). La mezcla se verti6é a continuacién sobre H,0 (20 mL) y
se extrajo con CH,Cl, (3 x 25 mL). Las fracciones organicas combinadas se secaron con
Na,SO, y concentraron a presion reducida. El residuo obtenido se purific6 por
cromatografia en columna de silica gel (3%, MeOH/CH,Cl,) obteniéndose el producto
deseado 10 como un aceite (2.16 g, 48% rendimiento global).

RMN 'H (250 MHz, CDCL,, §): 1.35-1.47 (m, 2H), 1.52-1.66 (m, 4H), 1.79 (ba, 1H), 2.58 (t,
J=6.32 Hz, 2H), 3.47 (t, ] = 6.36 Hz, 2H), 3.62 (t, / = 6.35 Hz, 4H).

RMN C (250 MHz, CDCL,, §): 18.76 (CH,), 22.20 (CH,), 29.10 (CH,), 32.24 (CH,), 62.28
(CH,), 65.13 (CH,), 71.18 (CH,), 118.05 (C).

EM-IQ* (70 eV) m/z: [M+H]" 158 (10), 140 (30), 69 (100).
EMAR: calcd para CgH(NO,: 158.1181. Encontrada: 158.1183.
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Parte experimental

TERT-BUTIL{3—[(5—HIDROXIPENTIL)OXI|PROPIL}CARBAMATO (11)

P N /\/CN 1. H,, Pd/C 10%, MeOH= e U U SN aN
HO o 2. Boc,0, EGN, CH,Cl, - HO © NHBoc

10 90%

1"

Una disolucién del nitrilo 10 (340 mg, 2.15 mmol), Boc,O (521 mg, 2.39 mmol), Et;N (0.5
mL, 3.26 mmol) y DMAP en cantidad catalitica en THF (30 mL) se hidrogené a presion
atmosférica sobre Pd/C 10% (150 mg) durante 12 h. El catalizador se eliminé por filtracién
a través de celita y el disolvente se concentré a presiéon reducida. EL crudo de reacciéon se
vertié sobre HCl acuoso (10 ml, 3%) y se extrajo con CH,Cl, (3 x 15 mL). Las fracciones
organicas combinadas se secaron con Na,SO, y concentraron a presién reducida. El residuo
aceitoso resultante se identific6 como el compuesto deseado 11 (507 mg, 90% rendimiento
global), que se usé en la siguiente reaccion sin necesidad de purificacién.

RMN 'H (250 MHz, CDCl,, §): 1.32 (ba, 11H), 1.41-1.54 (m, 4H), 1.62 (c, J = 6.21 Hz, 2H),
3.05-3.13 (m, 3H), 3.30 (t, / = 6.48 Hz, 2H), 3.36 (t, / = 6.00 Hz, 2H), 3.49 (t, ] = 6.29 Hz,
2H), 5.09 (ba, 1H).

RMN *C (250 MHz, CDCl,, 8): 23.34 (CH,), 28.31 (CH,), 29.26 (CH,), 29.56 (CH,), 32.27
(CH,), 38.48 (CH,), 62.19 (CH,), 68.96 (CH,), 70.81 (CH,), 78.82 (C), 156.07 (C).

EM-IQ" (70 eV) m/z: [M+H]" 262 (26), 206 (34), 162 (100), 102 (56).
EMAR: calcd para C;;H,sNO,: 262.2018. Encontrada: 262.2014.
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Parte experimental

TERT-BUTIL{3—[(5—YODOPENTIL)OXI|PROPIL}CARBAMATO (8)

|5, PhsP, imidazol, CH,CI
' ' ' - T
HO™ """ 0""NHBoc 2— 272, 0" >"NHBoc

0,
11 82% 8

La halogenacién del compuesto 11 se realizé utilizando el reactivo de yodacién de Garegg
[117]. Sobre una disolucién de: Ph;P (723 mg, 2.76 mmol), imidazol (256 mg, 3.76 mmol) y
el alcohol 11 (655 mg, 2.51 mmol) en CH,Cl, (20 mL), se adicioné I, (637 mg, 2.51 mmol).
Inmediatamente se observo la formacién de un precipitado blanco correspondiente al 6xido
de fosfina. La mezcla de reaccién se agité durante 10 min a t.a., se afladié6 sobre una
disolucién acuosa de NaHSO; (10 mL, 1M) y se extrajo con CH,Cl, (2 x 20 mL). Las
fracciones organicas combinadas se secaron con Na,SO, y concentraron a presion reducida.
El residuo aceitoso se purificé por cromatografia en columna de silica gel (20 — 60%,
AcOEt/hexano) para dar el yoduro 8 como un aceite (761 g, 82%).

RMN 'H (250 MHz, CDCl,, §): 1.35 (ba, 11H), 1.42-1.56 (m, 2H), 1.60-1.71 (m, 2H), 1.74—
1.82 (m, 2H), 3.08-3.14 (m, 4H), 3.30-3.41 (m, 4H), 4.96 (ba, 1H).

RMN “C (250 MHz, CDCl,, §): 6.87 (CH,), 27.13 (CH,), 28.40 (CH,), 28.53 (CH,), 29.67
(CH,), 33.23 (CH,), 38.68 (CH,), 69.22 (CH,), 70.57 (CH,), 78.76 (C), 155.91 (C).
(

EM-IQ* (70 eV) m/z: [M+H]" 372 (10), 316 (8), 272 (45), 57 (100).
EMAR: calcd para C;H,,NO;lI: 372.1036. Encontrada: 372.1034.
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Parte experimental

BENCIL ~ N—(TERT-BUTOXICARBONIL)—N—{3—[(TERT-BUTOXICARBONIL)(5—HIDROXIPENTIL)
AMINO|PROPIL}GLICINATO (25)

0
Br
1. OBn, KzCO3, CHCN OBn
O N N N n, "oLYv3 3VIN_ NN N NS
HO Noc NH2 2 Boc,0, EtsN, CH,Cl HO NN
24 50% 25 0

La sintesis del compuesto 25 se realiz6 siguiendo el procedimiento previamente publicado
por nuestro grupo [155]. La amina 24 (2.45 g, 9.43 mmol) se disolvi6 en CH;CN (75 mL).
Sobre esta disolucion se anadié K,CO; seco (5.23 g, 37.90 mmol) y la suspensién resultante
se agit6 durante 10 min a 0 °C. A continuacién, se adicioné 2-bromoacetato de bencilo
(1.92 g, 8.42 mmol) y la mezcla se agit6 a t.a. durante 12 h. A continuacién se eliminé
parcialmente el disolvente y el residuo se vertié6 sobre H,0 (20 mL) para llevar a cabo la
extracciéon con CH,Cl, (3 x 25 mL). Las fracciones organicas se combinaron, se secaron con
Na,SO, y se concentraron a presién reducida. El residuo se purificé por cromatografia en
columna de silica gel (5 — 10%, MeOH/CH,Cl,). El producto obtenido se redisolvié en
CH,Cl, (30 mL) y sobre esta disolucién se adicionaron Boc,0 (4.09 g, 18.75 mmol) y Et;N
(3.90 mL, 28.06 mmol). La mezcla resultante se agité a t.a. durante 1 h, se afiadi6é sobre HCl
acuoso (30 mL, 3%) y se extrajo con CH,Cl, (3 x 30 mL). Las fracciones organicas se
combinaron, secaron con Na,SO, y concentraron a presion reducida. El residuo se purifico
por cromatografia en columna de silica gel (5%, MeOH/CH,Cl,) para dar el alcohol 25
como un aceite (2.40 g, 50% rendimiento global).

RMN 'H (250 MHz, CDCl,, 8): 1.31 (ba, 4H), 1.40 (s, 9H), 1.43 (s, 9H), 1.45-1.57 (m, 2H),
1.70-1.75 (m, 2H), 2.23 (s, 1H), 3.05-3.30 (m, 6H), 3.54 (t, / = 6.20 Hz, 2H), 3.87 (s, 1H),
3.96 (s, 1H), 5.12 (s, 2H), 7.31 (s, SH).

RMN *C (250 MHz, CDCl,, §): 22.96 (CH,), 28.15 (CH,), 28.48 (CH3), 32.34 (CH,), 44.71
(CH,), 46.27 (CH,), 46.56 (CH,), 46.89 (CH,), 49.03 (CH,), 49.54 (CH,), 62.50 (CH,), 66.79
(CH,), 79.28 (C), 80.31 (C), 128.23 (CH), 128.42 (CH), 128.59 (CH), 135.48 (C), 155.17 (C),
155.63 (C), 169.94 (C).

EM-IQ* (70 eV) m/z: [M+H]" 509 (35), 409 (100), 353 (97), 309 (69).
EMAR: calcd para C,;H,sN,0,: 509.3149. Encontrada: 509.3134.
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Parte experimental

BeEncIL N—-(TERT-BUTOXICARBONIL)—N—{3—[(TERT-~BUTOXICARBONIL) (5—YODOPENTIL)
AMINO|PROPIL}GLICINATO (26)

oBn |2, PhsP, imidazol, CH,Cl, o~ OBn
HO/\/\/\N/\/\N/}( n I N/\/\N/Y
Boc Boc o 96% Boc Boc o)

25 26

La sintesis del compuesto 26 se realizé usando el reactivo de Garegg [117]. Sobre una
disolucién de: Ph;P (1.35 g, 5.14 mmol), imidazol (0.48 mg, 7.04 mmol) y el alcohol 25 (2.40
g, 4.72 mmol) en CH,Cl, (30 mL) se adicioné I, (1.20 g, 4.72 mmol). Inmediatamente se
observé la formaciéon de un precipitado blanco correspondiente al 6xido de fosfina. La
mezcla de reacciéon se agit6 a t.a. durante 10 min, se afiadié sobre una disoluciéon acuosa de
NaHSO; (30 mL, 1M) y se extrajo con CH,Cl, (2 x 30 mL). Las fracciones organicas
combinadas se secaron con Na,SO, y concentraron a presiéon reducida. El residuo aceitoso
se purificé por cromatografia en columna de silica gel (20 — 60%, AcOEt/hexano) para dar
el yoduro 26 como un aceite (2.80 g, 96%).

RMN 'H (250 MHz, CDCL,, 8): 1.30 (ba, 4H), 1.39 (s, 9H), 1.47 (s, 9H), 1.63-1.83 (m, 4H),
3.05-3.30 (m, 6H), 3.86 (s, 1H), 3.96 (s, 1H), 5.10 (s, 2H), 7.29 (s, SH).

RMN *C (250 MHz, CDCL,, 8): 6.72 (CH,), 27.53 (CH,), 27.98 (CH,), 28.33 (CH,), 32.91
(CH,), 44.55 (CH,), 46.04 (CH,), 46.54 (CH,), 48.93 (CH,), 49.39 (CH,), 66.53 (CH,), 79.00
(C), 80.03 (C), 128.00 (CH), 128.21 (CH), 128.39 (CH), 135.35 (C), 154.91 (C), 155.25 (C),
169.67 (C).

EM-FAB* (m/z): [M+H]" 619 (49), 519 (61), 419 (40).
EMAR: calcd para C,,H,4,N,O(I: 619.2166. Encontrada: 619.2135.
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Parte experimental

TERT-BUTIL{3—[(TERT-BUTOXICARBONIL)AMINO]PROPIL} (5—OXOPENTIL)CARBAMATO (51)

0}

DMP, CH,Cl L~
HO” " """N"""NHBoc ——272» H N~ >""NHBoc
Boc 76% Boc
17 51

La oxidacién del alcohol 17 se realizé con el reactivo de Dess—Martin [205]. Sobre una
suspensiéon de DMP (353 mg, 0.83 mmol) en CH,Cl, (2.5 mL) se afiadi6 el alcohol 17 (250
mg, 0.69 mmol) disuelto en CH,Cl, (3.5 mL). La suspension resultante se agit6 a t.a.
durante 30 min. La reaccién se detuvo con una disolucién de Na,S,0; (5 mL, 1M) en
NaHCO;, observandose la formacién de la sal del acido 2—-yodobenzoico. La mezcla se
extrajo a continuacién con Et,O/salmuera (3 x 15 mL). Las fracciones organicas se lavaron
con una disolucién acuosa saturada de NaHCO; (5 mL), se secaron con Na,SO, y se
concentraron a presion reducida. El residuo se purificé por cromatografia en columna de
silica gel (20%, AcOEt/hexano) obteniéndose el aldehido 51 como un aceite (188 mg, 76%).

RMN 'H (250 MHz, CDCl;, 8): 1.40 (s, 9H), 1.43 (s, 9H), 1.48-1.68 (m, 6H), 2.44 (t, ] = 6.40
Hz, 2H), 3.01-3.21 (m, 6H), 9.73 (s, 1H).

RMN “C (250 MHz, CDCl,, §): 19.33 (CH,), 28.53 (CH,), 37.70 (CH,), 43.59 (CH,), 46.16
(CH,), 78.14 (C), 79.78 (C), 156.15 (C), 197.99 (CH).

EM-ESI* (m/z): [M+H]" 359 (15), 303 (100).
EMAR: calcd para C;gH;35N,05: 359.2540. Encontrada: 359.2536.
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Parte experimental

N~ (DI-TERT-BUTOXICARBONIL)—2—~AMINO—-1, 3-DIMETILSULFONILPROPANO (53)

NH2 1. Boc,0, EtOH NHBoc

Ho._J__oH -  MsO_k_owms

36 2. MsCl, EtsN, CH,Cly, 0 °C 53
78%

La sintesis del compuesto 53 se llevé a cabo siguiendo un procedimiento descrito [206]. El
compuesto comercial 2-amino-1,3—propanodiol (36) (1.80 g, 19.76 mmol) se disolvié en
EtOH (50 mL) y sobre esta disolucién se adicioné Boc,O (5.18 g, 23.71 mmol). La mezcla
resultante se agité durante 1 h a t.a. después de la cual, el crudo se extrajo con AcOEt (3 x
50 mL). Las fracciones organicas combinadas se secaron y concentraron a presioén reducida.
El residuo obtenido (3.70 g, 19.36 mmol), se utiliz6 en la siguiente etapa sin necesidad de
realizar ninguna purificacién; para ello se redisolvié en CH,Cl, (100 mL) y se agregd Et;N (8
mL, 58.08 mmol). La mezcla se enfrié a 0 °C en un bafio de agua/hielo y posteriormente se
adicion6 lentamente MsCl (3.6 mL, 46.46 mmol), la disolucién se vuelve totalmente
transparente al completar dicha adicién. La reacciéon se agité durante 1 h a 0 °Cy 30 min a
t.a. Transcurrido ese tiempo, la reacciéon se concentrd parcialmente y se vertié sobre H,O
acidificada ligeramente con HCI 10% (50 mL) para realizar la elaboracién mediante una
extracciéon con CH,Cl, (2 x 50 mL). Las fracciones organicas combinadas se secaron con
Na,SO, y concentraron a presion reducida. El residuo obtenido se purific6 por
cromatografia en columna de silica gel usando un gradiente isocratico (3%, MeOH /CH,Cl,)
para dar el compuesto 53 como un sélido amarillo (5.91 g, 78% rendimiento global,
pf 85 °C).

RMN 'H (250 MHz, CDCl,, 8): 1.42 (s, 9H), 3.05 (s, 6H), 4.16-4.35 (m, 5H), 5.15 (d, ] =
7.90 Hz, 1H).

RMN *C (250 MHz, CDCl,, §): 28.29 (CH,), 37.45 (CH,), 48.50 (CH), 67.05 (CH,), 80.75
(C), 155.00 (C).

EM-IQ" (70 eV) m/z: M" 347 (42), 248 (60).
EMAR: calcd para C,(H,,NO4S,: 348.0787. Encontrada: 348.0791.
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Parte experimental

N~ (DI-TERT-BUTOXICARBONIL)-2—-AMINO—1, 3-DIAZIDOPROPANO (54)

NHBoc NaNj, Eter 15-corona-5 NHBoc
MSOQ\/OMS DMF, 70°C > N3\)\/N3
53 65% 54

La sintesis del compuesto 54 se realiz6 a través de una sustitucién nucleéfila de tipo Sy2. El
compuesto 53 (2.00 g, 5.76 mmol) se disolvi6 en DMF (15 mL) y se calent6 a 70 °C. Sobre
esta disolucién se adicioné NaNj; (2.25 g, 34.54 mmol) y el éter 15—corona—5 en cantidades
cataliticas (0.1 equiv). La mezcla resultante se agit6 durante 12 h, después de las cuales la
reaccién se enfrio, se vertié sobre H,0 (50 mL) y se extrajo con AcOEt (3 x 50 mL). Las
fracciones organicas combinadas se secaron y concentraron a presiéon reducida. El residuo
obtenido se purificé por cromatografia en columna de silica gel (10%, AcOEt/hexano) para
dar el compuesto 54 como un aceite amarillo (0.90 g, 65%).

RMN 'H (250 MHz, CDCl,, §): 1.43 (s, 9H), 3.36-3.55 (m, 4H), 3.80-3.92 (m, 1H), 4.85 (d, /
—7.38 Hz, 1H).

RMN "*C (250 MHz, CDCl,, 8): 28.36 (CH,), 49.42 (CH), 51.75 (CH,), 80.40 (C), 155.00 (C).
EM-IQ" (70 eV) m/z: M" 241 (35), 142 (70).
EMAR: calcd para CgH(N,O,: 242.2610. Encontrada: 242.2708.
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Parte experimental

N°~(DI-TERT-BUTOXICARBONIL)~2—-AMINO—-1, 3-DIAMINOPROPANO (55)

NHBoc NHBoc
N3 _Ns Hp, PAIC 10%, MeOH  HoN__ __NH;

54 99% 55

Una suspensién de la diazida 54 (600 mg, 2.49 mmol) y Pd/C 10% (300 mg) en MeOH (25
mlL) se agité6 durante toda la noche a t.a. bajo atmoésfera de H,. Posteriormente, el catalizador
se separ6 por filtracion a través de celita y el filtrado se concentr6é a sequedad a presion
reducida obteniéndose el compuesto 55 como un aceite amarillo y sin necesidad de
ninguna etapa de purificacién (47 mg, 99%).

RMN 'H (250 MHz, CDCl,, §): 1.44 (s, 9H), 2.74—2.82 (m, 2H), 3.15 (dd, ] = 13.44, 3.35 Hz
2H), 3.38-3.45 (m, 1H), 3.49-3.55 (m, 1H).

RMN “C (250 MHz, CDCl,, 8): 28.27 (CH,), 43.61 (CH,), 54.98 (CH), 79.04 (C), 156.28 (C).
EM-IQ" (70 eV) m/z: M* 188 (15), 88 (98).
EMAR: calcd para CgH,N;0,: 190.1555. Encontrada: 190.1558
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Parte experimental

Sintesis de las unidades tripirrélicas modificadas

4—(ACETILAMINO)—1—(3—AMINOPROPIL)— N—[5—({[5—({[3-DIMETILAMINO) PROPIL]AMINO}
CARBONIL)—1-METIL-1 H—PIRROL—-3—IL]AMINO}CARBONIL)—1-METIL-1 H-PIRROL-3-1L]-1H
—PIRROL—2—CARBOXAMIDA (20)

AcHN AcHN
)\ /\
N NH ] I/\zz/\NHBoc N N
O I\ H NMe, K2COs, acetona, 65°C_ SV H NMe;
fIl 2. TFA/CH.CI, HN IIJ
(0] 2 O
2 80% 2

2 20

El tripirrol 2 (100 mg, 0.20 mmol) se disolvié en acetona (3mL). Sobre esta disolucién se
anadié K,CO; seco (300 mg, 2.19 mmol) y la suspensién resultante se agité a t.a. durante 10
min. A continuacién se adicioné el yoduro 22 (288 mg, 1.01 mmol) disuelto en acetona (5
mL). La mezcla se agit6 a 65 °C durante 5 h, se filtré por celita, y el filtrado se concentré a
presion reducida. El residuo se purificé por cromatografia en columna de aliimina (5%,
MeOH/CH,Cl,). El producto alquilado se disolvié en CH,Cl, (3 mL) y se enfrié a 0 °C. Se
afiadi6 TFA (3 mL) gota a gota (15 min) y la disolucién resultante se agité durante 1ha 0 °C
y a ta. durante 2 h. El TFA residual se elimindé mediante codestilacion con CH,CI,
obteniéndose el producto deseado 20 (90 mg, 80 % rendimiento global, pf 155 °C).
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Figura 190. Cromatograma de HPLC del compuesto 20 gradiente 1, A = 222 nm.

RMN 'H (250 MHz, CD,0D, §): 1.83 (s, 3H), 1.86-1.90 (m, 2H), 2.78 (t, / = 7.32 Hz, 2H)
2.86 (s, 6H), 3.05 (t, / = 6.81 Hz, 2H), 3.11-3.22 (m, 6H), 3.61 (s, 3H), 3.63 (s, 3H), 6.64—
6.69 (m, 3H), 6.90-6.97 (s, 3H).

RMN C (250 MHz, CD;0D, §): 22.06 (CH,), 22.91 (CH,), 24.31 (CH,), 36.78 (CH), 36.82
(CH,), 37.06 (CH,), 37.59 (CH,), 51.49 (CH,), 62.04 (CH,), 63.89 (CH,), 104.10 (CH), 106.56
(CH), 106.69 (CH), 114.82 (CH), 118.27 (C), 119.48 (C), 120.95 (CH), 123.01 (C), 123.12 (C),
124.07 (C), 124.58 (C), 125.11 (C), 160.70 (C), 161.45 (C), 164.46 (C), 170.55 (C).

EM-FAB"* (m/z): [M+H]" 554 (100), 287 (38), 151 (26), 122 (14).
EMAR: calcd para C,;H,(N,O,: 554.3125. Encontrada: 554.3116.
HPLC: t; = 13.16 min.
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Parte experimental
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Parte experimental

4—(ACETILAMINO)—1—{5—[(3—AMINOPROPIL)AMINO|PENTIL}— N—[5—({[5—({[3-DIMETILAMINO)
PROPIL|JAMINO}CARBONIL)—1-METIL—1 H—PIRROL—3—IL]JAMINO}CARBONIL)—1-METIL-1H-
PIRROL—3—-11]-1H-PIRROL-2—CARBOXAMIDA (18)

AcHN AcHN

/A Boc ]\
N NH o N} NHBoc N
H 11743 N
O\ H ' o H
N NMe, K2CO3, acetona, 65°C_ (17 B W NMe,
N 2. TFA/ICH,Cl, N
o] 820/ HN I 0
2 (] 2
K/\NHZ
2 18

Sobre el tripirrol 2 (151 mg, 0.31 mmol) disuelto en acetona (3 mL) y DMF (0.5 mL) se
anadié K,CO; seco (462 mg, 3.34 mmol) y la suspensién resultante se agité a t.a. durante 10
min. A continuacién se afiadi6 el yoduro 14 (451 mg, 1.22 mmol) en acetona (5 mL) y la
suspension se agit6é a 65 °C durante 5 h, se filtr6 a través de celita, y el filtrado se concentré
a presion reducida. El residuo se purificé por cromatografia en columna de alimina (2 —
5%, MeOH/CH,Cl,). El intermedio se disolvi6 en CH,Cl, (5 mL) y se enfrié a 0 °C, se
afiadi6 TFA (5 mL) gota a gota (25 min) y la disolucién resultante se agité durante 1ha 0 °C
y a t.a. durante 2 h obteniéndose el producto deseado 18 (162 mg, 82 % rendimiento global,
pf 104 °C).
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Figura 191. Cromatograma de HPLC del compuesto 18 gradiente 1, A = 222 nm.

RMN 'H (250 MHz, CD,O0D, §): 0.88—1.11 (m, 4H), 1.32-1.71 (m, 4H), 1.78 (s, 3H), 2.59 (s,
6H), 2.63-2.77 (m, 6H), 2.83-2.92 (m, 2H), 3.00-3.12 (m, 4H), 3.56 (s, 3H), 3.59 (s, 3H),
3.99-4.05 (m, 2H), 6.53 (s, 1H), 6.57 (s, 1H), 6.63 (s, 1H), 6.90 (s, 1H).

RMN *C (250 MHz, CD,0D, §): 22.88 (CH,), 24.40 (CH,), 25.27 (CH,), 26.30 (CH,), 26.61
(CH,), 31.66 (CH,), 32.11 (CH,), 36.60 (CH,), 36.85 (CH,), 37.76 (CH,), 43.37 (CH,), 45.69
(CH,), 47.76 (CH,), 48.85 (CH,), 56.54 (CH,), 106.59 (CH), 111.90 (CH), 119.79 (CH), 120.
92 (CH), 123.15 (C), 123.89 (C), 124.52 (C), 161.25 (C), 161.38 (C), 164.80 (C), 170.76 (C).

EM-FAB" (m/z): [M+H]" 639 (10), 422 (8), 391 (21), 309 (73), 278 (100).
EMAR: calcd para C;,H;;N (O, 639.4089. Encontrada: 639.4088.
HPLC: t; = 10.09 min.
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Parte experimental

4—(ACETILAMINO)—N—[5—({[5—({[3-DIMETILAMINO) PROPIL]AMINO }CARBONIL)—1-METIL-1 H—
PIRROL—3—IL]JAMINO}CARBONIL)—1-METIL-1 H-PIRROL—3-1L]-1—(5—{[3—(GLICILAMINO)
PROPILJAMINO}PENTIL)—1 H—PIRROL—2—CARBOXAMIDA (19)

AcHN AcHN
7\ ]\
N N 1. Boc-Gly-OSuc N NH
o H DIEA, CH,Cl, o H
(Jﬁg MN NMe2 —_—> ( 3 / \ N NMe2
N 2. TFA/ICH,Cl, N
HN [ o HN 0 (e
2 0, 2
vNHz 55% K/\”)K/NHZ
18 19

Sobre una disolucién de 18 (80 mg, 0.12 mmol) en CH;CN/DMF (50%, 5 mL) se adicioné
DIEA (0.1 mL, 0.48 mmol) y N-tert—butiloxicarbonil-glicina succinimidil éster (33 mg, 0.12
mmol); la mezcla resultante se agité durante 1 h. Se eliminé el disolvente y el residuo se
purificé por cromatografia en columna de alimina (5%, MeOH/CH,Cl,). El sélido obtenido
se disolvi6 en CH,Cl, (2 mL) y se enfri6 a 0 °C, se afiadi6 TFA (2 mL) gota a gota (15 min) y
la disoluciéon resultante se agité6 durante 1 h a 0 °C y a t.a. durante 2 h, obteniéndose el
producto deseado 19 (46 mg, 55% rendimiento global, pf 130 °C).
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Figura 192. Cromatograma de HPLC del compuesto 19 gradiente 1, A = 222 nm.

RMN 'H (250 MHz, CD,0D, §): 1.04-1.17 (m, 4H), 1.23-1.31 (m, 2H), 1.51-1.77 (m, 4H),
1.86-1.93 (m, 2H), 1.98 (s, 3H), 2.80 (s, 6H), 2.86-2.92 (m, 2H), 3.06 (t, / = 7.30 Hz, 2H),
3.22 (s, 2H), 3.28-3.33 (m, 2H), 3.51 (c, / = 6.01 Hz, 2H), 3.60 (ba, 2H), 3.78 (s, 3H), 3.80 (s,
3H), 4.21-4.28 (m, 2H), 6.72 (s, 1H), 6.74 (s, 1H), 6.82 (s, 1H), 7.10-7.13 (m, 3H).

RMN C (250 MHz, CD,0D, §): 22.94 (CH,), 24.40 (CH,), 26.59 (CH,), 26.70 (CH,), 27.42
(CH,), 32.10 (CH,), 36.84 (CH,), 37.03 (CH,), 42.63 (CH,), 43.72 (CH,), 46.26 (CH,), 48.79
(CH,), 49.15 (CH,), 49.85 (CH,), 56.85 (CH,), 106.28 (CH), 106.46 (CH), 106.60 (CH),
115.85 (C), 119.70 (CH), 120.51 (C), 120.75 (CH), 123.24 (C), 123.34 (C), 123.86 (C), 124.09
(C), 124.54 (C), 161.19 (C), 161.303 (C), 164.57 (C), 170.40 (C), 170.88 (C).

EM-FAB" (m/z): [M+H]" 695 (80).
EMAR: calcd para C;,H53N;O5: 695.4231. Encontrada: 695.4226.
HPLC: t; = 10.16 min.
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Parte experimental

TERT-BUTIL[3—({5—[4—(AcETILAMINO)—2—({[5—({[5— ({[3—(PIMETILAMINO) PROPIL|AMINO}
CARBONIL)-1- METIL—lH—PIRROL—3 IL]AMINO}CARBONIL)—1—MET1L—1H—PIRROL—3—1L]
AMINO}CARBONIL)—1-METILI-1 H-PIRROL—3—IL]JAMINO}CARBONIL)—1 H—PIRROL—1-I1]
PENTIL}OXI)PROPIL] CARBAMATO (12)

AcHN AcHN

3.
H o M\ H |’®4\/§\/®5NHBOC
N NMe, NMe2
'I‘ K,CO3, acetona, 65 °C

2 85%

NHBoc

Sobre una disolucién de 2 (100 mg, 0.20 mmol) en acetona (3 mL) se afiadi6 K,CO; seco
(300 mg, 2.19 mmol) y la suspensién resultante se agit6 a t.a. durante 10 min. A
continuacién se afiadi6 el yoduro 8 (299 mg, 0.90 mmol) disuelto en acetona (5 mL). La
reaccién se agit6é a 65 °C durante 8 h. La suspension se filtré a través de celita, y el filtrado
obtenido se concentré a presion reducida. El aceite resultante se purificé por cromatografia
en columna de alimina (3 — 8% MeOH/CH,Cl,) obteniéndose el producto deseado 12 (127
mg, 85%, pf 152°C).
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Figura 193. Cromatograma de HPLC del compuesto 12 gradiente 1, A = 222 nm.

RMN 'H (300 MHz, CD,0D, §): 1.28-1.45 (ba, 13H), 1.51-1.57 (m, 2H), 1.62—1.74 (m, 4H),
1.99-2.08 (m, 5H) 3.08 (ba, 6H), 3.31-3.41 (m, 10H), 3.86 (s, 3H), 3.89 (s, 3H), 6.89-7.01
(m, 3H), 7.15-7.29 (m, 3H).

RMN “C (300 MHz, CD,0D, §): 23.02 (CH,), 23.34 (CH,), 24.15 (CH,), 24.31 (CH,), 28.79
(CH,), 30.07 (CH,), 31.05 (CH,), 36.94 (CH,), 38.68 (CH,), 49.85 (CH,), 51.48 (CH;), 63.09
(CH,), 65.27 (CH,), 69.35 (CH,), 71.36 (CH,), 79.80 (C), 103.93 (CH), 106.52 (CH), 114.33
(CH), 120.74 (CH), 123.20 (C), 123.32 (C), 123.98 (C), 124.47 (C), 124.59 (C), 125.30 (C),
158.38 (C), 160.47 (C), 161.16 (C), 164.25 (C), 170.29 (C).

EM-FAB"* (m/z): [M+H]' 740 (36), 618 (14), 302 (13), 132 (100).

EMAR: calcd para C;;HNyO,: 740.4459. Encontrada: 740.4459.

HPLC: t; = 15.00 min.

246



Parte experimental
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Parte experimental

4—(ACETILAMINO)—N—[5—({[5—({[3—(DIMETILAMINO) PROPILJAMINO}CARBONIL)—1—METIL—
1H-PIRROL—3-ILJAMINO}CARBONIL)—1-METIL—1 H—PIRROL-3—IL]-1—(5—[3—(GLICILAMINO)
PROPOXI|PENTIL)—1H—PIRROL-2—-CARBOXAMIDA (1)

AcHN AcHN
m [ )
N N 1. TEAICH,Cl, N N
O [/ H 2. Boc-Gly-OSuc O [/ H
———— )
(jf Zp\y(N NMe,  5iEa. CH,Cl, (13 NN NMe,
o I 5 3. TFAICH,Cl, o o\ 1 &
2 2

o~ rBoe 57% K/\”)J\/NHZ

12 1

Sobre el compuesto 12 (150 mg, 0.21 mmol) disuelto en CH,Cl, (3 mL) a 0 °C se anadi6
TFA (3 mL) y se agit6 1h a 0 °Cy 2 h a ta.. El TFA residual se eliminé por codestilaciéon
con CH,Cl, y el residuo se disolvi6 en CH;CN/DMF (50%, 10 mL), adiciondndose DIEA
(0.2 mL, 0.98 mmol) y N-tert—butiloxicarbonil-glicina succinimidil éster (54 mg, 0.20
mmol). La mezcla se agité durante 1 h, después se eliminé el disolvente y el residuo se
purificé por cromatografia en columna de alimina (5%, MeOH/CH,Cl,). El sé6lido obtenido
se someti6é de nuevo a la etapa de eliminacién del grupo Boc, utilizando el procedimiento
habitual, dando lugar asi al producto deseado 1 (83 mg, 57% rendimiento global, pf 150 °C).
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Figura 194. Cromatograma de HPLC del compuesto 1 gradiente 1, A = 222 nm.

RMN 'H (250 MHz, CD;0D, §): 1.15-1.21 (m, 4H), 1.39-1.48 (m, 2H), 1.57-1.68 (m, 4H),
1.83-1.98 (m, 2H), 1.96 (s, 3H), 2.77 (s, 6H), 3.04 (t, J = 7.30Hz, 2H), 3.12 (t, ] = 6.81 Hz,
2H), 3.23-3.30 (m, 4H), 3.53 (s, 2H), 3.75 (s, 3H), 3.77 (s, 3H), 4.19 (t, / = 6.29 Hz, 2H),
6.70 (s, 1H), 6.75 (s, 2H), 6.83 (s, 2H), 7.07 (s, 1H).

RMN 3C (250 MHz, CD,0D, §): 22.94 (CH,), 24.23 (CH,), 26.35 (CH,), 30.22 (CH,), 30.35
(CH,), 32.62 (CH,), 36.60 (CH,), 36.78 (CH,), 36.87 (CH,), 37.97 (CH,), 41.45 (CH,), 43.40
(CH,), 49.55 (CH,), 56.56 (CH,), 69.08 (CH,), 71.66 (CH,), 106.18 (CH), 106.58 (CH), 119.26
(CH), 120.91 (CH), 123.20 (C), 123.86 (C), 123.94 (C), 124.50 (C), 161.35 (C), 161.42 (C),
164.85 (C), 167.16 (C), 170.36 (C).

EM-FAB" (m/z): [M+H]" 697 (100).

EMAR: calcd para C;,H53N(Og: 697.4150. Encontrada: 797.4151.

HPLC: t; = 11.45 min.
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Parte experimental

N—{3—[{5-[4—(acETILAMINO)—2—({[5—({[5—({[3—(DIMETILAMINO) PROPIL]AMINO }CARBONIL)—
1-METII-1 H-PIRROL—3—ILJAMINO }CARBONIL)—1-METIL-1 H-PIRROL-3—IL]JAMINO}
CARBONIL)—1 H—PIRROL—1—IL|PENTIL}( TERT-BUTOXYCARBONIL)AMINO }PROPIL)— N—( TERT—
BUTOXICARBONIL)GLICINA (21)

AcHN AcHN
]\ o] ]\
Boc Boc
Z:erNH I\(\*N\(\),N\)J\ N N
H o i H 1. 5 Y396 OBn o [ H
N NMe, K,CO3, acetona, 65°C ( 3 N NMe,
N 2. H,, Pd/C 10%, MeOH N
| (e} NBoc | (e}
2 82% 2
OH
N
2 Boc 21

]

Sobre una disolucién de 2 (79 mg, 0.16 mmol) en acetona (2.5 mL) se afiadi6 K,CO; (240
mg, 1.75 mmol) se agité 10 min a t.a. Se adicioné el yoduro 26 (288 mg, 1.01 mmol) en
acetona (4 mL), agitindose 6 h a 65 °C; se filtr6 (celita) y se concentré a presion reducida. El
residuo se purificé por cromatografia en aliimina (5%, MeOH/CH,Cl,). El producto (133
mg, 0.13 mmol) se disolvi6 en MeOH (8mlL) y agit6 junto con Pd/C 10% (100 mg) 3 h a t.a.
bajo H,. El catalizador se eliminé por filtracién (celita) y el filtrado se concentré a sequedad,
aislandose el producto deseado 21 (116 mg, 82% rendimiento global, pf 205 °C).
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Figura 195. Cromatograma de HPLC del compuesto 21 gradiente 1, A = 222 nm.

RMN 'H (250 MHz, CD,0D, §): 1.17-1.30 (m, 2H), 1.33 (m, 9H), 1.37 (s, 9H), 1.39-1.74
(m, 6H), 2.00 (s, 3H), 2.99 (s, 6H), 3.11-3.30 (m, 14H), 3.80-3.85 (m, 8H), 6.84 (ba, 3H),
7.10-7.14 (m, 3H).

RMN C (250 MHz, CD,0D, §): 22.91 (CH,), 24.26 (CH,), 28.48 (CH,), 28.72 (CH,), 36.84
(CH,), 37.97 (CH,), 46.14 (CH,), 47.15 (CH,), 47.66 (CH,), 51.41 (CH,), 62.96 (CH,), 65.03
(CH,), 80.95 (C), 81.54 (C), 103.86 (CH), 106.45 (CH), 114.29 (CH), 120.69 (CH), 120.80
(CH), 123.06 (C), 123.22 (C), 123.30 (C), 123.99 (C), 124.05 (C), 124.59 (C), 125.11 (C),
125.27 (C), 157.21 (C), 160.70 (C), 161.33 (C), 164.38 (C), 170.38 (C), 173.3(C).

EM-FAB* (m/z): [M+H]" 897 (100), 695 (60), 412 (11),

EMAR: calcd para C,,HN;Oq: 897.5198. Encontrada: 897.5182.

HPLC: t; = 17.11 min.
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Parte experimental

Acipo 5—[({[3—({5—-[4—(acETILAMINO)—2—({[5—({[5—({[3—(PIMETILAMINO) PROPIL]AMINO}
METIL)—1-METIL-1 H-PIRROL—3—IL]JAMINO}CARBONIL)—1-METILI-1 H-PIRROL-3—IL]JAMINO}
CARBONIL)—1 H—PIRROL—1—IL|PENTIL}AMINO)PROPILJAMINO }CARBONOTIOIL)AMINO]—2—(6—
HIDROXI-3-0X0—3 H-XANTEN—9-IL)BENZOICO (13)

AcHN
/A
N N
o)
% Z/:&\[(H NMe, FITC, DIEA/DMF 0.5M § NMe,
HN o) 39%
Lo~ 2 ?
NH,
18

HO

Sobre una disolucién de 18 (6 mg, 9.39 mmol) con DIEA 0.5 M en DMF (200 pL) se anadié
FITC (2 mg, 4.70 mmol) en DMF (140 uL). La mezcla se agit6 durante 2 h a t.a. El producto
mayoritario se purificé mediante HPLC (gradiente 2) obteniéndose el compuesto 13 (4 mg,
39%).

RMN 'H (500 MHz, DMSO-d, 8): 0.81-0.87 (m, 2H), 1.23-1.33 (m, 4H), 1.72 (ba, 4H),
1.98 (s, 3H), 2.52 (s, 6H), 2.90 (ba, 2H), 3.03 (s, 6H), 3.28 (ba, GH), 3.83 (s, 3H), 3.86 (s, 3H),
6.59-6.62 (m, 3H), 6.70-6.72 (m, 2H), 6.94 (s, 1H), 6.96 (s, 1H), 7.02 (s, 1H), 7.09 (s, 1H),
7.17 (s, 1H), 7.21 (s, 1H), 7.23 (s, 1H), 7.26 (s, 1H), 7.75-7.77 (m, 1H), 7.94 (ba, 3H), 8.16
(ba, 1H), 9.38 (s, 1H), 9.88 (s, 1H), 9.92-9.94 (ba, 2H), 11.20 (s, 1H).

RMN C (500 MHz, DMSO-d,, §): 22.83 (CH,), 23.11 (CH,), 25.34 (CH,), 26.49 (CH,),
35.68 (CH,), 36.05 (CH,), 36.23 (CH,), 36.59 (CH,), 41.83 (CH,), 43.95 (CH,), 46.48 (CH,),
50.06 (CH;), 53.57 (CH3), 61.42 (CH,), 62.99 (CH,), 102.04 (CH), 102.33 (CH), 104.55 (CH)
109.56 (C), 111.67 (CH), 112.66 (CH), 118.11 (CH), 118.50 (CH), 120.77 (CH), 122.09 (C),
122.24 (C), 122.62 (C), 122.83 (C), 123.34 (CH), 124.20 (C), 125.89 (CH), 128.81 (CH),
133.52 (CH), 142.54 (C), 148.52 (C), 151.82 (C), 151.90 (C), 158.75 (C), 159.57 (C), 161.54
(C), 166.04 (C), 168.53 (C), 180.31 (C).

EM-ESI* (m/z): [M+H]" 1028 (7), 639 (30), 390 (100).
EMAR: calcd para Cs;Hg,N;0,S: 1028.4447. Encontrada: 1028.4470.

’

HPLC: t; = 19.87 min (figura 65).
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Parte experimental

Sintesis de los compuestos tipo bis(benzamidinio)

4, 4 —[PROPANO—1, 3—DIILBIS(OXI)|DIBENZONITRILO (31)

OH 0 0
Bro_~_Br NaH, EtOH g
90 °C, 78%
NC NC CN

29 30 31

El bis(benzonitrilo) 31 se sintetizé siguiendo procedimientos descritos en la bibliografia
[177]. El 4-hidroxibenzonitrilo (1.05 g, 8.40 mmol) se disolvié en EtOH (5 mL) y sobre esta
disolucién se adicioné NaH (0.35 g, 8.74 mmol). La suspensiéon resultante se agité durante
10 min y a continuacién se anadié 1,3—dibromopropano (0.84 g, 4.19 mmol). La mezcla se
agit6 durante 48 h a 90 °C. A continuacién se enfri6 a t.a., se afiadi6 MeOH (~ 1 mL) y se
enfri6 en un bafio de agua/hielo observandose la formacién de un precipitado. Este se filtro,
se lavd con agua abundante y se secéd a vacio, obteniéndose, sin necesidad de mayor
purificacién, el producto deseado 31 como un sélido blanco (0.91 g, 78%, 154 °C).
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Figura 196. Cromatograma de HPLC del compuesto 31 gradiente 1, A = 222 nm.

RMN 'H (250 MHz, CDCl,, §): 2.32 (quin, ] = 5.97 Hz, 2H), 4.21 (t, J = 5.99 Hz, 4H), 6.94
(d, J=8.96 Hz, 4H), 7.57 (d, J = 8.96 Hz, 4H).

RMN *C (250 MHz, CDCl,, §): 28.93 (CH,), 64.54 (CH,), 104.33 (C), 155.27 (CH), 119.26
(C), 134.14 (CH), 162.07 (C).

EM-ESI* (m/z): [M+H]* 279 (35), 131 (5).
EMAR: calcd para C;H5sN,0,: 279.1128. Encontrada: 279.1119.
HPLC: tz=23.82 min.
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Parte experimental
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Parte experimental

[PROPANO-1, 3—-DIILBIS(0XI—4, 1-FENILEN)|BIS(AMINOMETANOIMINIO) (27)

1. HClg), EtOH
O\/\VOWi:l\ 2. NHg 2M, EtOH, 55 °C 0_~_0O
NC/©/ CN 3. Purificacién H2N+\\K©/ \©¥NH2
31 H,0, 0.1% TFA/ H,N 27 NH,
MeOH, 0.1% TFA
73%

El bis(benzamidinio) 27 se sintetiz6 siguiendo procedimientos descritos anteriormente en
la bibliografia [177]. El bis(benzonitrilo) 31 (700 mg, 2.52 mmol) se disolvié6 en EtOH (20
mlL) y se enfrié a 0 °C. Sobre la suspensién resultante se burbuje6é una corriente seca de
HCl gas. La reacciéon se siguié mediante EM/HPLC-FR, observandose la transformacién
del bis(benzonitrilo) de partida en el diimidato intermedio después de 2 h de reaccién. A
continuacién, se llevé la reaccién a t.a. y se afiadié Et,0 (150 mL), observandose la
formacién de un precipitado que se filtr6, lavé con Et,O y secé. El sélido obtenido (303 mg,
0.81 mmol) se disolvi6 en NH; en EtOH (2M, 20 mL). La disolucién se agit6 a 55 °C durante
3 h. El crudo de la reaccién se concentré parcialmente y se purificé por cromatografia en
fase reversa (Biichi Sepacore, gradiente: 15% B 5 min, 15% — 75% B 30 min). Las fracciones
que contenian el producto se combinaron, concentraron y liofilizaron, obteniéndose el
producto deseado en forma de sal de acido trifluoroacético 27 (359 mg, 73%, rendimiento
global, pf 187 °C).
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Figura 197. Cromatograma de HPLC del compuesto 27 gradiente, . = 222 nm.

RMN 'H (250 MHz, DMSO—dy, §): 2.15-2.25 (m, 2H), 4.21 (1, / = 5.94 Hz, 4H), 7.13 (d, ] =
8.82 Hz, 4H), 7.77 (d, ] = 8.80 Hz, 4H), 9.17 (br, 8H).

RMN “C (250 MHz, DMSO-d,, 8): 28.27 (CH,), 64.85 (CH,), 114.86 (CH), 119.77 (C),
130.24 (CH), 162.84 (C), 164.74 (C).

EM-ESI* (m/z): [M+H]" 313 (100), 314 (25).
EMAR: calcd para C;H,;N,O,: 313.1659. Encontrada: 313.1654.
HPLC: tz=8.55 min.
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Parte experimental
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Parte experimental

4, 4—[PROPANO-1, 3—DIILDI(IMINO)]|DIBENZONITRILO (34)

H H
N N
F HoN._~_NH,  EtsN, DMSO ~TN
125°C, 70%
NC NC CN
32 33 34

El bis(benzonitrilo) 34 se sintetiz6 siguiendo un procedimiento previo descrito en la
bibliografia [177c]. El 1, 3—diaminopropano (2.25 mL, 27.0 mmol) se disolvié en DM SO (50
mL) y sobre esta mezcla se adicioné Et;N (9.38 mL, 67.6 mmol). La disolucién resultante se
agité durante 10 min y a continuacién se afiadi6 4—fluorobenzonitrilo (9.82 g, 81.1 mmol).
La mezcla resultante se agité6 durante 3 h a 125 °C, se enfrié a temperatura ambiente y se
vertié sobre una mezcla agua/hielo (1 L) observandose la aparicion de un precipitado. El
solido se filtr6 y se purific6 por cromatografia en columna de silica gel (60%,
AcOEt/hexano) obteniéndose el producto deseado 34 como un sélido blanco (5.2 g, 70%, pf
159 °C).
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Figura 198. Cromatograma de HPLC del compuesto 34 gradiente 1, A = 222 nm.

RMN 'H (250 MHz, CDCl,, §): 1.98 (quin, / = 6.79 Hz, 2H), 3.31 (dd, J = 12.58, 6.63 Hz,
4H), 4.27 (ba, 2H), 6.56 (d, J = 8.73 Hz, 4H), 7.42 (d, ] = 8.70 Hz, 4H).

RMN *C (250 MHz, CDCl,, 8): 28.77 (CH,), 41.06 (CH,), 99.40 (C), 112.40 (CH), 120.38
(C), 133.94 (CH), 151.15 (C).

EM-ESI* (m/z): [M+H]* 277 (100), 278 (21), 299 (80).
EMAR: calcd para C;H;N,: 277.1448. Encontrada: 277.1446.
HPLC: t;=21.71 min.
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Parte experimental
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Parte experimental

[PROPANO—1, 3—DIILBIS(IMINO—4, 1-FENILEN)|BIS(AMINOMETANOIMINIO) (28)

1. HCl(g), MeOH

H H H H
J@/N\/\/N : 2. NH3 2M, EtOH, 55 °C N._~_N
NC CN 3. Purificacion H2N+Y©/ \@ﬂNHZ
34 H,0, 0.1% TFA/ H,N 28 NH,
MeOH, 0.1% TFA
49%

El bis(benzonitrilo) 34 (1.02 g, 3.68 mmol) se disolvi6 en MeOH (30 mL) y se enfrié a 0 °C.
Sobre la suspensién resultante se burbujeé una corriente seca de HCl gas durante 3 h. Se
permitid, entonces, que la reaccion alcanzase t.a. y se anadié Et,O (220 mL) observandose la
formacion de un precipitado que se filtrd, lavé con Et,O y secé con Na,SO,. El sélido asi
obtenido (0.80 g, 2.35 mmol) se disolvié en 15 mL de NH; 2M en EtOH (2M, 20 mL). La
disolucién se agité a 55 °C durante 4 h. Se concentré parcialmente el crudo y se purificé por
cromatografia en fase reversa (Biichi Sepacore, gradiente: 15% B 5 min, 15% — 75% B 30
min). Las fracciones combinadas conteniendo el producto, se concentraron y liofilizaron
obteniéndose el compuesto deseado en forma de sal de acido trifluoroacético 28 (0.65 g,
49%, rendimiento global, pf 295 °C).
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Figura 199. Cromatograma de HPLC del compuesto 28 gradiente 3, A = 222 nm.

RMN 'H (250 MHz, DMSO—d, §):" 1.80-1.89 (m, 2H), 3.21 (t, / = 6.90 Hz, 4H), 6.68 (d,
J=8.76 Hz, 4H), 7.64 (d, ] = 8.73 Hz, 4H), 8.75 (ba, 4H), 8.79 (ba, 4H).

RMN “C (250 MHz, DMSO-d;, §):**" 27.75 (CH,), 39.99 (CH,), 111.15 (CH), 112.22 (C),
129.82 (CH), 153.63 (C), 164.30 (C).

EM-ESI* (m/z): [M+H]" 311 (100), 312 (80).

EMAR: calcd para C;H,;Ng: 313.1979. Encontrada: 311.1972.

HPLC: tz=16.58 min

¥V Cuando los protones aminicos se encuentran en un elemento estructural de tipo amidinio la velocidad de
intercambio es menor y frecuentemente se observa el desdoblamiento.

¥V En los compuestos obtenidos como sales de TFA, dependiendo de la concentracién de la muestra y del aparato de
resonancia empleado, se ha observado la aparicién de multiples sefiales con débil intensidad en entorno a 158 ppm,

atribuibles a las sefiales de los carbonos de los aniones de TFA.
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Parte experimental
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Parte experimental

4, 4—[(2-AMINOPROPANO—1, 3—DIIL)BIS(OXI)|DIBENZONITRILO (37)

NH,

NH,
F 0 0
HO.__OH  NaH, DMSO/THF A
90%
NC NC CN
32 36 37

El compuesto comercial 2-amino-1,3—propanodiol (2.00 g, 10.47 mmol) se disolvié en
DMSO/THF (20 mL, 1/10), y sobre esta disoluciéon se adicioné NaH (1.26 g, 31.41 mmol).
La suspension resultante se agité durante 10 min, posteriormente se enfrié a 0 °C y se
afiadi6 gota a gota 4—fluorobenzonitrilo (3.84 g, 31.41 mmol) disuelto en THF (15 mL). La
mezcla resultante se llevd a t.a. y se agité durante 24 h, después de las cuales se afiadié
MeOH (10 mL). El crudo de reaccién se concentré parcialmente, se vertié6 sobre Na,CO,
acuoso (25 ml, 10%) y se extrajo con CH,Cl, (3 x 25 mlL). Las fracciones organicas se
combinaron, se secaron y se concentraron a presion reducida. El residuo resultante se
purificé por cromatografia en columna de silica gel (60%, AcOEt/hexano) obteniéndose el
producto deseado 37 como un sélido amarillo claro (2.76 g, 90%, pf 169 °C).
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Figura 200. Cromatograma de HPLC del compuesto 37 gradiente 1, A = 222 nm.

RMN 'H (250 MHz, CDCl,, §):* 1.74 (ba, 2H), 3.62 (quin, J = 5.42, 1H), 4.05-4.16 (m,
4H), 6.96 (d, /= 8.93 Hz, 4H), 7.57 (d, / = 8.92 Hz, 4H).

RMN "“C (300 MHz, CDCl;, 8): 49.96 (CH), 69.91 (CH,), 104.52 (C), 115.18 (CH), 119.07
(C), 134.09 (CH), 161.81 (C).

EM-ESI* (m/z): [M+H]" 294 (100), 295 (25).
EMAR: calcd para C;H(N;0,: 294.1237. Encontrada: 294.1236.
HPLC: tz= 14.87 min.

A En este tipo de compuestos se ha observado una duplicacién, con distinta intensidad, de las sefiales en la regién de

los protones bencilicos.
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Parte experimental

{(2-am1NOPROPANO-1, 3-DIIL)BIS[OXI—4, 1-FENILEN (AMINOMETILLIDENO)]|}DIAMONIO (35)

+
NH, 1. HCl g, EtOH NH;
(@
o_h_o 2. NHs 2M, EtOH, 55 °C o_k_o
NC” : C “CN 3. Purificacion HZNN/@/ \%NHz
37 H0, 0.1% TFA/ HoN 35 NH,
MeOH, 0.1% TFA
51%

El bis(benzonitrilo) 37 (1.00 g, 3.41 mmol) se disolvié en EtOH (30 mL) y se enfrié a 0 °C.
Sobre la suspensién resultante se burbuje6 una corriente seca de HCl gas. Después de 2 h
se llevo la reaccién a t.a. se afiadié Et,0 (200 mL) observandose la formacién de un
precipitado. Dicho precipitado se centrifugé, se decanto, se lavé con Et,0 y se secé. El sélido
obtenido (2.00 g, 0.68 mmol) se disolvié en una disolucién de NH; en EtOH (2M, 25 mL).
La disolucién se agité durante 2 h a 55 °C. A continuacién, el crudo de la reacciéon se
concentré parcialmente y se purificé por cromatografia en fase reversa (Biichi Sepacore,
gradiente: 15% B 5 min, 15% — 75% B 30 min). Las fracciones que contenian el producto
deseado se combinaron, se concentraron y se liofilizaron, obteniéndose el
bis(benzamidinio) 35 en forma de sal de 4cido trifluoroacético (242 mg, 51%, rendimiento
global).
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Figura 201. Cromatograma de HPLC del compuesto 35 gradiente 3, A = 222 nm.

RMN 'H (250 MHz, DMSO—-dg, 8): 3.9 (s, 1H), 4.34—4.44 (m, 4H), 7.18 (d, J = 8.73 Hz,
4H), 7.83 (d, /= 8.72 Hz, 4H), 8.62 (ba, 2H), 9.19 (ba, 4H), 9.27 (ba, 4H).

RMN *C (250 MHz, DMSO-d,, 8): 49.05 (CH), 65.62 (CH,), 115.06 (CH), 120.48 (C),
130.30 (CH), 162.01 (C), 164.74 (C).

EM-ESI* (m/z): [M+H]" 328 (100), 239 (25).
EMAR: calcd para C;H,,N;0,: 328.1768. Encontrada: 328.1766.
HPLC: tz= 11.84 min.
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Parte experimental

4, 4—[(2-HIDROXIPROPANO—1, 3—DIIL)DI(IMINO)|DIBENZONITRILO (46)

OH H H
FHN__L_NH, EtN,DMsO NN
125°C, 73%
NC NC CN
32 45 46

El compuesto comercial 1, 3—diamino—2—propanol (2.00 g, 22.19 mmol) se disolvi6 en
DMSO (75 mlL) y sobre esta disolucién se adicioné Et;N (7.75 mL, 55.50 mmol). La
disolucién se agité durante 10 min y, a continuacién, se afladié 4-fluorobenzonitrilo (8.06
g, 66.55 mmol). La mezcla resultante se agité durante 6 h a 125 °C. A continuacién, la
mezcla se enfrié a t.a. y se vertié sobre una mezcla agua/hielo (200 mL) observandose la
aparicién de un precipitado. Este se filtr6 y se purificé por cromatografia en columna de
silica gel (60%, AcOEt/hexano) obteniéndose el producto deseado 46 como un sélido blanco
(4.75 g, 73%).
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Figura 202. Cromatograma de HPLC del compuesto 46 gradiente 1, A = 222 nm.

RMN 'H (250 MHz, DMSO-d, 8): 2.76-3.00 (m, 4H), 3.55 (ba, 1H), 4.96 (d, J = 4.59 Hz,
1H), 6.39 (d, / = 8.82 Hz, 6H), 7.41 (d, / = 8.77 Hz, 4H).

RMN C (250 MHz, DMSO-d,, 8): 46.67 (CH,), 67.62 (CH), 95.78 (C), 112.16 (CH), 120.97
(C), 133.57 (CH), 152.55 (C).

EM-ESI* (m/z): [M+H]" 293 (100), 118 (20).
EMAR: calcd para C;H;N,0O: 293.1397. Encontrada: 293.1397.
HPLC: tz=20.92 min.
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Parte experimental

4, 4 —[(2-HIDROXIPROPANO—1, 3—DIIL)DI(IMINO)]BIS( N-HIDROXIBENCENOCARBOXIMIDA
AMIDA) (47)

L OH L OH
/@/NVK/N\@ H,N-OH HCl, 'BuOK, DMSO _ N AN
55 °C, 89% HN NH
NC 46 CN a7
NHOH NHOH

La sintesis del derivado bis(benzamidinio) se llevd a cabo a través del intermedio
hidroxilamino. Este intermedio se sintetiz6 tomando como base los procedimientos
descritos en otros sustratos [198]. El hidrocloruro de hidroxilamina (0.95 g, 13.60 mmol) se
disolvié en DMSO (8 mL) y sobre esta disolucién se adicioné de forma fraccionada 'BuOK
(1.52 g, 13.60 mmol). La disolucién resultante se agit6 durante 30 min y a continuacién se
afiadi6 46 (0.40 g, 1.40 mmol). La mezcla se agit6 durante 12 h a 55 °C y se sigui6é mediante
EM/HPLC-FR. Al observarse la desapariciéon del pico correspondiente al producto de
partida y la apariciéon de un nuevo producto se procedié a la purificaciéon del crudo por
cromatografia en fase reversa (Biichi Sepacore, gradiente: 5% B 5 min, 5% — 50% B 30
min). Las fracciones adecuadas se combinaron, concentraron y liofilizaron obteniéndose el
producto deseado 47 (0.43 g, 89%).
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Figura 203. Cromatograma de HPLC del compuesto 47 gradiente 1, A = 222 nm.

RMN 'H (300 MHz, CD;0D, §):* 3.17-3.37 (m, 4H), 3.99 (t, J = 5.03 Hz, 1H), 6.73 (d, ] =
8.87 Hz, 4H), 7.47 (d, ] = 8.84 Hz, 4H).

RMN “C (300 MHz, CD,0D, §): 47.84 (CH,), 69.58 (CH), 112.07 (C), 113.18 (CH), 130.06
(CH), 155.11 (C), 162.80 (C).

EM-ESI* (m/z): [M+H]" 359 (15), 246 (15), 180 (100).
EMAR: calcd para C;H,;3N¢O;: 359.1826. Encontrada: 359.1827.
HPLC: tz=11.05 min.

* Los protones hidroxilamino aparecen con baja intensidad entre 6.6-7.7 ppm.
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Parte experimental

[(2-HIDROXIPROPANO—1, 3—DIIL)BIS(IMINO—4, 1-FENILEN)|BIS(AMINOMETANOIMINIO)
(43)

1. HCOO" *NH,,
Ho OH Pd/C 10%, AcOH H OH 4
N._K_N 110°C N_A_N
HNY©/ O\f"‘” 2. Purificacion HZNN/©/ : TANHZ
NHOH NHOH H20, 0.1% TFA/ HoN NH;
47 MeOH, 0.1% TFA 43
61%

La sintesis de 43 se llevd a cabo tomando como base procedimientos descritos en
bibliografia para otros sustratos [199]. La bis(benzamidoxima) 47 (49 mg, 0.14 mmol) se
disolvié en AcOH glacial (1.5 mL) y sobre esta disolucion se adicion6 formiato aménico (43
mg, 0.69 mmol) y Pd/C 10% (49 mg). La mezcla resultante se agit6 durante 4 h a 110 °Cy
se analiz6 mediante EM/HPLC-FR. Una vez verificada la desapariciéon de la sustancia de
partida, la reaccién se enfri6 a t.a. y se filtr6 a través de celita. El filtrado obtenido se diluyé
con el doble de volumen de H,O (2 mL) y se purificé por cromatografia en fase reversa
(Biichi Sepacore, gradiente: 5% B 5 min, 5% — 65% B 30 min). Las fracciones adecuadas se
combinaron, se concentraron y se liofilizaron obteniéndose el producto deseado en forma
de sal de trifluoroacético 43 (46 mg, 61%).
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Figura 204. Cromatograma de HPLC del compuesto 43 gradiente 3, A = 222 nm.

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg, §):™" ™ 3,07-3.12 (m, 2H), 3.78 (t, ] = 4.88 Hz, 1H), 6.68
(d, J=8.78 Hz, 4H), 6.78 (br, 2H), 7.59 (d, ] = 8.77 Hz, 4H), 8.37 (ba, 4H), 8.71 (ba, 4H).

RMN C (400 MHz, DMSO-d,, 8): 46.57 (CH,), 67.61 (CH), 111.26 (C), 112.14 (CH),
129.73 (CH), 153.76 (C), 164.05 (C).

EM-ESI* (m/z): [M+H]" 327 (30), 245 (60), 164 (100).
EMAR: calcd para C;H,;N¢O: 327.1928. Encontrada: 327.1926.
HPLC: tz=15.92 min.
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Parte experimental
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Parte experimental

TERT-BUTIL(2—[(4—CIANOFENIL)AMINO]—1—{[(4—CIANOFENIL)AMINO]METIL}ETIL) CARBAMATO

(57)

.Boc
NHB oMy
oC
N N
/©/F HZN\)\/NHQ Et;N, DMSO /©/ \)\/ \©\
125 °C, 63%
NC ° NC CN
32 55 57

El N°~(di-tert-butoxycarbonil)-1, 2, 3—triaminopropano 55 (240 mg, 1.27 mmol) se disolvié
en DMSO (3.2 mlL) y sobre esta disolucién se adicioné Et;N (0.44 mL, 3.18 mmol mmol) y
se agité durante 10 min. A continuacién, se afiadi6 1-fluorobenzonitrilo (461 mg, 3.81
mmol). La mezcla resultante se agité durante 6 h a 125 °C, se enfri6 a t.a. y se vertié sobre
una mezcla agua/hielo (100 mL) observandose la aparicién de un precipitado que se
centrifugd, decanté y se secé a vacio, obteniéndose, sin necesidad de mayor purificacién, el
producto deseado 57 como un soélido blanco higroscépico (313 mg, 63%).
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Figura 205. Cromatograma de HPLC del compuesto 57 gradiente 1, A = 222 nm.

RMN 'H (300 MHz, CDCL,, §): 1.43 (s, 9H), 3.24-3.42 (m, 4H), 4.09 (ba, 1H), 4.83 (ba, 2H),
4.89-4.92 (m, 1H), 6.58 (d, /= 8.61 Hz, 4H), 7.38 (d, / = 8.59 Hz, 4H).

RMN “C (300 MHz, CDCI,, §):™ 28.40 (CH,), 45.90 (CH,), 49.98 (CH), 53.89 (CH,), 80.75
(C), 99.19 (C), 112.43 (CH), 120.48 (C), 133.87 (CH), 151.21 (C), 156.63 (C).

EM-IQ* (70 eV) m/z: [M+H]" 392 (90), 318 (45), 292 (100), 119 (75).
EMAR: calcd para C,,H,(N;O,: 392.2086. Encontrada: 392.2084.
HPLC: t;= 18.82 min.
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Parte experimental

I T T T T T T T T : T T T T T T T T T T T T T T 1
12 11 10 9 8 6
f1 (ppm)

A " | \ J A A

I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 a }OO ) 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm.

273



Parte experimental

{(2-amoN1OPROPANO-1, 3-DIIL)BIS[IMINO—4, 1—-FENILEN(AMINOMETILIDENO)]}DIAMONIO

(56)

HN B 1. HClg), MeOH N+H3
H\)\/H 2 NH3(g2)’M, EtOH, 55 °C H\)\/H
NC/©/ \©\CN 3. Purificacion H2N+\\(©/ \©\V+NH2
43%

El bis(benzonitrilo) 57 (120 mg, 0.31 mmol) se disolvi6 en MeOH (2 mL) y se enfrié a 0 °C.
Sobre la suspensioén se burbujeé una corriente seca de HCl gas. Después de 7 h la reaccién
se llevd a ta. y sobre ella se afiadi6 Et,0 (25 mL) observindose la formacién de un
precipitado. Dicho precipitado se filtr6, se lavé con Et,O y se secé. El sélido obtenido se
disolvié en una disolucién de NH; (2M, 5 mL) en EtOH. La mezcla se agité a 55 °C durante
4 h. Se concentr6 parcialmente el crudo de reaccién y se purificé por cromatografia en fase
reversa (Biichi Sepacore, gradiente: 10% B 5 min, 10% — 60% B 30 min). Las fracciones
adecuadas se combinaron, concentraron y liofilizaron, obteniéndose el producto deseado en
forma de sal de 4cido trifluoroacético 56 (74 mg, 43%, rendimiento global).

200+

1504

1004 11.97

Intensidad (mAU) —>»
e

5 0 15 20 25 30 35
Tiempo (min) —>»

Figura 206. Cromatograma de HPLC del compuesto 56 gradiente 3, A = 222 nm.

RMN 'H (500 MHz, DMSO-d;, 8):*" * 1,59 (m, 4H), 3.16 (t, ] = 6.80 Hz, 4H), 6.65 (d, /
=8.73 Hz, 4H), 6.82 (ba, 2H), 7.63 (d, / = 8.78 Hz, 4H), 8.62 (s, 4H), 8.76 (s, 4H).

RMN *C (250 MHz, DMSO—d,, §):™" 42.51 (CH,), 48.96 (CH), 111.62 (CH), 113.62 (C),
129.84 (CH), 153.93 (C), 164.30 (C).

EM-ESI* (m/z): [M+H]" 326 (40), 331 (100).
EMAR: calcd para C;H,,N: 326.2088. Encontrada: 326.2087.
HPLC: tz=11.97 min.
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Parte experimental
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Parte experimental

Sintesis de los compuestos tipo bis(benzoguanidinio)

N, N-B1S(4-NITROFENIL)PROPANO—1,3—DIAMINA (40)
H
N

F
/©/ H;N__~_NH;  Et;N, DMSO O TN @\
0, 0,
ON 125 °C, 80% 0,N NO

39 33 40

N
2

El compuesto comercial 1, 3—diaminopropano (1.5 mL, 18.02 mmol) se disolvi6 en DM SO
(35 mL) y sobre esta disolucion se adicioné Et;N (6.2 mL, 45.05 mmol). La mezcla resultante
se agit6 durante 10 min y a continuacién se afiadié 1-fluoro—4—nitrobenceno (7.62 g, 54.06
mmol). La disolucién se agité durante 12 h a 125 °C, se enfri6 a t.a. y se vertié sobre una
mezcla agua/hielo (700 mL) observdndose la aparicién de un precipitado amarillo. Este se

filtr6 y se purificoé por cromatografia en columna de silica gel (60%, AcOEt/hexano)
obteniéndose el producto deseado 40 como un sélido amarillo (4.56 g, 80%, pf 260 °C).
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Figura 207. Cromatograma de HPLC del compuesto 40 gradiente 1, A = 222 nm.

RMN 'H (300 MHz, DMSO-dy, 8): 1.86 (quin, / = 6.81 Hz, 2H), 3.25 (dd, J = 12.70, 6.50
Hz, 4H), 6.63 (d, J = 7.68 Hz, 4H), 7.42 (d, ] = 7.97 Hz, 4H).

RMN C (300 MHz, DMSO-d,, §): 27.52 (CH,), 40.05 (CH,), 110.70 (CH), 126.22 (CH),
135.65 (C), 154.48 (C).

EM-ESI* (m/z): [M+Na]* 339 (100), 282 (25), 133 (25).
EMAR: calcd para C;sH;N,O,: 317.1259. Encontrada: 317.1250.
HPLC: tz=23.68 min.
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Parte experimental
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Parte experimental

N, N"-prOPANO-1, 3-DIIL DIBENCENO-1, 4— DIAMINA (41)

/@/ @\ H,, Pd/C 10%, MeOH /@/
O2N NO HoN

40 2 90% 41
Una suspension del compuesto 40 (500 mg, 1.58 mmol) y Pd/C 10% (250 mg) en MeOH
(100 mL) se agit6 durante 2 h bajo de H, a presién atmostérica. El catalizador se separé por
filtraciéon a través de celita, el filtrado se concentr6 a sequedad y se purific6 por
cromatografia en columna de silica gel (5%, MeOH/CH,Cl,) obteniéndose la diamina
deseada 41 como un sélido marrén (364 mg, 90%, pf 109 °C).
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Figura 208. Cromatograma de HPLC del compuesto 41 gradiente 1, A = 222 nm.

RMN 'H (250 MHz, CD;0D, §): 1.88 (quin, / = 6.67 Hz, 2H), 3.18 (t, / = 6.70 Hz, 4H), 6.56
(d, /= 8.63 Hz, 4H), 6.57 (d, ] = 8.68 Hz, 4H).

RMN “C (300 MHz, CD,0D, §): 29.59 (CH,), 43.53 (CH,), 114.75 (CH), 116.98 (CH),
137.95 (C), 141.52 (C).

EM-ESI* (m/z): [M+H]" 257 (10), 149 (10), 121 (100).
EMAR: calcd para C;sH,;N,: 257.1761. Encontrada: 257.1766.
HPLC: tz=7.50 min.
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Parte experimental
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Parte experimental

O, O-DI-TERT-BUTIL DIIMIDOTIOTRICARBONATO (42)

S S
Boc,0, NaH, THF, 0 °C 'S
HoN™ "NH, > BocHN™ "NHBoc

60 86 % 42

La proteccion de la urea 60 se realizé siguiendo los procedimientos descritos en la
bibliografia [220]. Sobre una disolucién del compuesto 60 (570 mg, 7.49 mmol) en THF
(150 mL) enfriada a 0 °C se adicion6é NaH (1.35 g, 33.80 mmol). Después de 5 min, se retird
el bafio de hielo y la mezcla se agité6 durante 15 min a t.a. Posteriormente la mezcla se
volvié a enfriar a 0 °C para afiadir Boc,0 (3.60 g, 16.50 mmol), después de 30 min se retird
el bano de hielo y la reaccién se agit6 durante 2 h a t.a. Transcurrido ese tiempo, se afiadié
NaHCO; (10mL, 10%), se vertié sobre H,0 (10mL) y se extrajo con AcOEt (3 x 75 mL). Las
fracciones organicas combinadas se secaron con Na,SO, y concentraron a presion reducida.
El residuo obtenido se purificé por cromatografia en columna de silica gel usando un
gradiente isocratico (100%, CH,Cl,) para dar el compuesto 42 como un sélido amarillo (1.78
g, 86% pf 128 °C).

RMN 'H (250 MHz, CDCl;, §): 1.56 (s, 18H).

RMN "“C (250 MHz, CDCl,, 8): 28.08 (CH,), 84.26 (C), 150.42 (C), 177.89 (C).
EM-IE (70 eV) m/z: M* 276 (5), 219 (18), 163 (60), 57 (100).

EMAR: calcd para C;;H,N,0,S: 276.1144. Encontrada: 276.1142.
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Parte experimental

N, N“—[PrOPANO-1, 3—DIIL BIS(IMINO—4, 1-FENILEN)] DIGUANIDINIO (38)

S
BocHN NHBoc
H H 1. 42 H H
N~ N HgCl,_ EtsN, DMF N._~_N
" » NH2 NH2
HzN NH2 62% H2N N N NH2
41 H 38 H

Sobre una disolucién de 41 (365 mg, 1.42 mmol), N,N"-bis(tert—butoxicarbonil)tiourea (867
mg, 3.14 mmol) y Et;N (1.02 mg, 7.10 mmol) en DMF (10 mL) enfriada a 0 °C, se adicioné
HgCl, (854 mg, 3.14 mmol). La reaccién se agité6 durante 30 min a 0 °Cy a t.a. durante 12 h.
A continuacién, se diluyé con CH,Cl, (20 mL), se filtré a través de celita y se extrajo con
CH,Cl,/salmuera (3 x 20 mlL). Las fracciones organicas combinadas se secaron y
concentraron a presiéon reducida. El residuo obtenido (450 mg, 0.61 mmol) se disolvié en
CH,CI, (15 mL) y se enfrié a 0 °C, se afiadi6 TFA (15 mL) gota a gota a lo largo de 20 min y
la disolucién resultante se agité durante una hora a 0 °Cy a t.a. durante 2 h. El TFA residual
se eliminé mediante codestilacién con CH,Cl, vy el residuo resultante se purificé por
cromatografia en fase reversa (Biichi Sepacore, gradiente: 15% B 5 min, 15% — 95% B 30
min). Las fracciones combinadas se concentraron y liofilizaron obteniéndose el compuesto
deseado en forma de sal de acido trifluoroacético 38 como un compuesto blanquecino
higroscépico (305 mg, 62%, rendimiento global).
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Figura 209. Cromatograma de HPLC del compuesto 38 gradiente 3, A = 222 nm.

RMN 'H (500 MHz, DMSO-d,, §): 1.82 (quin, ] = 6.70 Hz, 2H), 3.13 (t, / = 6.90 Hz, 4H),
6.66 (d, /= 8.76 Hz, 4H), 6.97 (d, / = 8.73 Hz, 4H), 7.22 (ba, 8H), 9.43 (ba, 2H).

RMN “C (500 MHz, DMSO—d;, 8): 27.85 (CH,), 41.08 (CH,), 112.99 (CH), 123.00 (C),
127.12 (CH), 147.62 (C), 156.60 (C).

EM-ESI* (m/z): [M+H]" 341 (20), 171 (100).
EMAR: calcd para C;H,sNg: 341.2197. Encontrada: 341.2193.
HPLC: tz=10.00 min.
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Parte experimental
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Parte experimental

Sintesis de los compuestos bis(benzamidinios) modificados

{(2—(3-aMONIOPROPOXI)PROPANO—1, 3—DIIL|BIS[IMINO—4,1-FENILEN (AMINOMETILIDENO)]}
DIAMONIO (48)

+

J/\NHg,
OH 17 ""NHBoc o)
H H 22 H H
1.
N N , N N
\/K/ NaH, DMSO _ \)\/
H,N NH, 2. TFA/CH,Cl, HoN NH,

A 43 @ 39% A 48 t
H,N NH, HoN NH,

Se disolvi6 el bis(benzamidinio) 43 (66 mg, 0.12 mmol) en DMSO (1.50 mL) y se adicioné
NaH (68 mg, 0.48 mmol). La suspensiéon resultante se agité durante 30 min. A
continuacién se afiadié lentamente el yoduro 22 (19 mg, 0.24 mmol) y se agit6 la mezcla
durante 6 h. El crudo se purificé directamente por cromatografia en fase reversa (Biichi
Sepacore, gradiente: 15% B 5 min, 15% — 95% B 30 min). Las fracciones combinadas que
contenian el producto se concentraron y liofilizaron. El intermedio se disolvié en CH,Cl, (1
ml) y se enfri6 a 0 °C, se afiadié TFA (1 mL) gota a gota y la disolucién se agit6 durante 1 h
a 0°Cyata. durante 2 h. La mezcla se concentrd a presiéon reducida y el residuo se purificd
por cromatografia en fase reversa (Biichi Sepacore, gradiente: 0% B 5 min, 0% — 50% B 30
min). Las fracciones combinadas, se concentraron y liofilizaron obteniéndose el producto
deseado como sal de 4cido trifluoroacético 48 en forma de sélido blanquecino (13 mg, 39%,
rendimiento global).
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Figura 210. Cromatograma de HPLC del compuesto 48 gradiente 2, A = 222 nm.

RMN 'H (500 MHz, DMSO-d,, §): ™" 1.73-1.89 (m, 2H), 2.81-2.89 (m, 2H), 3.11-3.16
(m, 1H), 3.26-3.36 (m, 4H), 6.75 (d, ] = 8.75 Hz, 4H), 6.84 (ba, 2H), 7.64 (d, ] = 8.86 Hz,
4H), 7.78 (ba, 2H), 7.89 (ba, 2H), 8.65 (ba, 4H), 8.79 (ba, 4H), 9.03 (ba, 1H), 9.25 (ba, 1H).

RMN C (500 MHz, DMSO-dg, )7 27.65 (CH,), 36.59 (CH,), 43.84 (CH,), 66.50 (CH,),
76.50 (CH), 111.25 (CH), 112.45 (C), 129.73 (CH), 153.58 (C), 164.13 (C).

EM-ESI* (m/z): [M+H]" 384 (100), 385 (15), 406 (5).
EMAR: calcd para C,0H;(N,O: 384.2506. Encontrada: 384.2506.
HPLC: tz= 11.84 min.
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Parte experimental

f\NH3

H 9 H

N N
H,N NH,

A 1+
NH, NH,
L / // / J

I T T T T T T T T T T T 1
12 11 10 9 8 4 3 2 1 0

. ]1{1 ll,,m,-uJL“”. [ UJ | N

Wy ™

r—-r o1 ~r1r. 1 1 ~r1r 1 1 1. 1 1 1 " 1 " 1 * 1 " 1 ° 1T ©* T ™ 1
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 a }00 ; 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm

285



Parte experimental

[{2-[3-({[7-(p1ETILAMINO)—2-0X0—2 H-CROMEN—3—IL]CARBONIL}AMINO) PROPOXI|PROPANO
—1, 3—Dp11L]|BIS(IMINO—4, 1 -FENILEN)|BIS(AMINOMETANOIMINIO)DIAMONIO (49)

EtzN\(jA/OIO o o
HN o)
. 1. Z > COo,H |
fNHS PyAOP, DIEA / DMF
HJ\/"' 2. Purificacion HJO\/H NEt,
N N H,0, 0.1% TFA / N N
Y©/ @\( MeOH, 0.1% TFA
HoN NH; HoN NH,
D 7. 62% h f

HoN 48 NH; HoN 49 NH;

El 4cido 7—dietilaminocumarin—3—carboxilico (24 mg, 0.1 mmol) se disolvié en DIEA 0.2 M
en DMF (460 pL); se le adicion¢ el agente activante PyAOP (48 mg, 1 mmol) y después de 5
min se afiadi6 esta disolucién sobre otra previamente preparada de 48 (9 mg, 0.02 mmol)
en 230 uL de DIEA 0.2 M en DMF. La mezcla resultante se agit6 durante 2 h. El crudo de
reaccion se purificé por cromatografia en fase reversa (Biichi Sepacore, gradiente: 15% B 5
min, 15% — 95% B 30 min). Las fracciones combinadas se concentraron y liofilizaron
obteniéndose el producto deseado en forma de sal de acido trifluoroacético (12 mg, 62%,

rendimiento global).
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Figura 211. Cromatograma de HPLC del compuesto 49 gradiente 2, A = 222 nm.

RMN "H (500 MHz, DMSO-dg, §): ™ 1,14 (t, ] = 6.95 Hz, 6H), 1.87 (quin, /= 6.49 Hz,
2H), 3.09-3.16 (m, 2H), 3.24-3.29 (m, 2H), 3.46-3.50 (m, 4H), 3.84 (ba, 1H), 5.23 (s, 1H),
6.62 (ba, 1H), 6.73 (d, ] = 7.44 Hz, 4H), 6.82 (dd, ] = 9.06, 2.18 Hz, 2H), 6.86 (ba, 1H), 7.58
(dd, J=46.43, 8.87 Hz, 4H), 7.68 (d, / = 9.04 Hz, 1H), 8.47 (s, 1H), 8.53 (s, 1H), 8.65 (s, 1H),
8.77 (ba, 2H), 8.94 (s, 1H), 9.17 (ba, 1H).

RMN “*C (500 MHz, DMSO-d;, 8):**" 12.32 (CHj;), 27.77 (CH,), 36.39 (CH,), 44.15 (CH,),
44.34 (CH,), 46.59 (CH,), 67.59 (CH), 95.82 (CH), 107.62 (C), 109.25 (C), 110.17 (CH),
111.20 (CH), 113.67 (C), 129.52 (CH), 129.74 (CH), 131.62 (CH), 147.74 (CH), 152.46 (C),
153.41 (C), 153.75 (C), 157.24 (C), 161.68 (C), 162.12 (C), 162.52 (C), 164.02 (C).

EM-ESI* (m/z): [M+H]" 627 (5), 314 (100).
EMAR: calcd para C;,H,3NgO,: 627.3402. Encontrada: 627.3385.
HPLC: tz=29.87 min.
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[(2—({5—[(3-AMINOPROPIL)AMINO|PENTIL}AMINO)PROPANO—1,3—DIIL|BIS(OXI—4,1-
FENILEN)|BIS(AMINOMETANOIMINIO) (50)

NHs
0 Boc (\/
H)LMN NHBoc NH

+ 1. 451\(\/)/3 T“
NH; NaBH;CN, MeOH HN
o_hk_o 2. TFAICH,Cl g o 0
HoN NH; 62% H,N NH
%\(@/ \©\¢r N A
H,N 35 NH, H,N 50 NH,

El bis(benzamidinio) 35 (90 mg, 0.13 mmol) y el aldehido 51 (39 mg, 0.10 mmol) se
disolvieron MeOH (1.25 mL). Sobre esta disolucién se afiadi6 NaBH;CN (8 mg, 0.12 mmol)
y la mezcla se agit6 a t.a. durante 5 h. El crudo de reacciéon se concentrd parcialmente y se
purificé por cromatografia en fase reversa (Biichi Sepacore, gradiente: 15% B 5 min, 15% —
95% B 30 min). Las fracciones combinadas con el producto se concentraron y liofilizaron.
El intermedio protegido se disolvi6 en CH,Cl, (3 mL) y se enfrié a 0 °C. Se anadié TFA
lentamente (3 mL), se agité durante 30 min a 0 °C y a t.a. durante 2 h. El TFA residual se
eliminé mediante codestilacién con CH,Cl,. El residuo obtenido se identificé como el
producto deseado 50 (65 mg, 62%, rendimiento global) [204].
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Figura 212. Cromatograma de HPLC del compuesto 50 gradiente 3, A = 222 nm.

RMN 'H (400 MHz, DMSO-d;, §):*" " 1.34-1.42 (m, 2H), 1.58-1.66 (m, 2H), 1.67-1.76
(m, 2H), 1.88-1.95 (m, 2H), 2.85-2.93 (m, 2H), 2.98-3.02 (m, 2H), 3.17 (ba, 2H), 4.54 (s,
4H), 7.21 (d, ] = 8.87 Hz, 4H), 7.88 (d, ] = 8.83 Hz, 4H), 8.02-8.05 (m, 2H), 8.86-8.93 (m,
2H), 9.23 (s, 4H), 9.34 (s, 4H), 9.53 (s, 1H).

RMN C (400 MHz, DMSO—dy, 8): 23.14 (CH,), 23.85 (CH,), 25.06 (CH,), 25.22 (CH,),
36.23 (CH,), 43.93 (CH,), 45.81 (CH,), 46.60 (CH,), 55.31 (CH), 64.93 (CH,), 115.00 (CH),
120.67 (C), 130.20 (CH), 161.84 (C), 164.80 (C).

EM-ESI* (m/z): [M+H]" 470 (95), 413 (25).
EMAR: calcd para C,sH,N,0,: 470.3238. Encontrada: 470.3236.
HPLC: tz=12.37 min.
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[(2=({5—[(3-AMINOPROPIL)AMINO|PENTIL}AMINO)PROPANO—1,3—DIIL|BIS (IMINO—4,1—
FENILEN)|BIS(AMINOMETANOIMINIO) (52)

NH
o Boc K\/ 3
AN N NHBoc NH
4

e (
" 1. 51 f‘i
NH NaBH3;CN, MeOH HN
H H Kb - H H
N_A_N 2. TFAICH,Cl NN
HoN NH, 70% H,N NH
HoN > NH, HoN 52 NH,

El bis(benzamidinio) 57 (100 mg, 0.15 mmol) y el aldehido 51 (45 mg, 0.12 mmol) se
disolvieron MeOH (1.25 mL). Sobre esta disolucién se afiadi6 NaBH;CN (9 mg, 0.14 mmol)
y la mezcla se agit6 a t.a. durante 5 h. El crudo de reaccién se concentrd parcialmente y se
purificé por cromatografia en fase reversa (Biichi Sepacore, gradiente: 15% B 5 min, 15% —
95% B 30 min). Las fracciones combinadas con el producto se concentraron y liofilizaron.
El intermedio protegido se disolvi6 en CH,Cl, (3 mL) y se enfrié a 0 °C. Se anadié TFA
lentamente (3 mL), se agité durante 30 min a 0 °C y a t.a. durante 2 h. El TFA residual se
eliminé mediante codestilacién con CH,Cl,. El residuo obtenido se identificé como el
producto deseado 52 (97 mg, 70%, rendimiento global) [204].
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Figura 213. Cromatograma de HPLC del compuesto 52 gradiente 1, A = 222 nm.

RMN 'H (400 MHz, DMSO-d;, §): * ¥ 1.12-1.18 (m, 2H), 1.26-1.34 (m, 2H), 1.51-
1.64 (m, 4H), 1.86 (quin, / = 7.60 Hz, 4H), 2.46 (ba, 4H), 2.80-2.87 (m, 4H), 2.91-2.97 (m,
1H), 3.02-3.06 (m, 2H), 3.45-3.56 (m, 4H), 6.72 (d, ] = 8.61 Hz, 4H), 7.06 (ba, 2H), 7.63 (d,
J=8.58 Hz, 4H), 7.98 (ba, 2H), 8.85 (s, 4H), 8.88 (s, 4H), 9.11 (ba, 2H).

RMN *C (400 MHz, DMSO-d,, 8): 23.07 (CH,), 23.84 (CH,), 25.01 (CH,), 25.42 (CH,),
36.21 (CH,), 40.95 (CH,), 43.91 (CH,), 44.37 (CH,), 45.69 (CH,), 46.56 (CH,), 54.98 (CH),
111.61 (CH), 113.75 (C), 129.79 (CH), 152.81 (C), 164.34 (C).

EM-ESI* (m/z): [M+H]" 468 (70), 298 (100), 235 (20).
EMAR: calcd para C,sH,,N,o: 468.3558. Encontrada: 468.3558.
HPLC: tz=8.29 min.
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N-(3—{2—({4-[AMINO(IMINO)METIL|PHENIL}AMINO)—1—[({4[AMINO(IMINO)METIL|FENIL}
AMINO)METIL|ETOXI}PROPIL)—7—(DIETILAMINO)—2—0X0—2 H—CROMENO—3—CARBOXAMIDA
AMONIATO (44)

0
BuOL— ,— o\\EQ/\ r~

0
N N_ OH (\ N—0
L) . &
¢ QN
N N J\/L
+ BuO,c— —/ \—C0,Bu o
I —
)

1. HATU, DIEA / DMF o 0" "NH
9y 9y 2. TIS/ TFA / CH,Cl, N L 0
N N 3.LnCly (Ln = To*3/Eu*3), N N
A HEPES 10 mM, 100mM NaCl A
HoN NH, HoN NH;
A [ 85% _;,_\ (+
HoN NH; HoN 44a, Ln= Eu3* NH,
48 '
44b, Ln= Tb3*

El 4cido 1, 4, 7, 10-tetraazaciclododecano-1, 4, 7—tris—tert—butilacetato—10—acético (53 mg,
0.09 mmol) se disolvié en DIEA 0.2 M en DMF (460 uL) y, a continuacién, se adicioné el
agente activante HATU (35 mg, 0.09 mmol). Después de 5 min se afiadi6é esa disolucién
sobre otra previamente preparada de 48 (9 mg, 0.02 mmol) en 230 pL de DIEA 0.2 M en
DMF vy la mezcla resultante se agit6 durante 2 h. Se eliminé el disolvente a presién
reducida. El residuo se disolvi6 en CH,Cl, (500 uL) y se enfrié a 0 °C, se afiadi6 TFA (500
uL) gota a gota y la disolucién resultante se agito durante 1 h a 0 °Cy 2 h a ta. A
continuacion, la mezcla se concentré y sobre el residuo resultante se adicion6 TIS en TFA
(1 mL, 5%), la disoluciéon se agité durante 48 h [221]. El crudo de reaccién se concentrd a
presion reducida, y el residuo se purificé por cromatografia en fase reversa (Biichi Sepacore,
gradiente: 8% B 5 min, 8% — 40% B 30 min). Las fracciones combinadas, se concentraron
y se liofilizaron obteniéndose el producto deseado 44 en forma de sal de acido
trifluoroacético (19 mg, 85%, rendimiento global).
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Figura 214. Cromatograma de HPLC del compuesto 44 gradiente 2, A = 222 nm.
RMN 'H (500 MHz, DMSO-dy, 8): 1.74-1.80 (m, 2H), 2.69 (s, 3H), 2.74 (s, 3H), 2.83-2.87
(m, 2H), 2.90 (s, 4H), 3.06 (s, 2H), 3.12-3.17 (m, 4H), 3.28-3.37 (m, 4H), 3.40 (s, 2H), 3.59-

3.66 (m, 8H), 6.76 (d, / = 8.91 Hz, 4H), 6.87 (ba, 2H), 7.66 (d, / = 8.91 Hz, 4H), 8.74 (ba,
4H), 8.81 (ba, 4H).
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RMN "*C (500 MHz, DMSO-d;, 8):*" 27.66 (CH,), 29.02 (CH,), 30.76 (CH,), 35.78 (CH,),
41.78 (CH,), 43.84 (CH,), 44.90 (CH,), 45.03 (CH,), 66.30 (CH,), 76.50 (CH), 111.24 (CH),
112.47 (C), 115.57 (C), 117.92 (C), 129.72 (CH), 153.58 (C), 162.30 (C), 164.13 (C), 169.56
(€).

EM-ESI* (m/z): [M+H]" 770 (100), 385 (80).

EMAR: calcd para [C;gHN;;NaOg]*'/2: 396.7100. Encontrada: 396.7112.

HPLC: tz= 14.08 min.

Los quelatos metalicos se obtuvieron de forma analoga: el conjugado bis(benzamidino)
DOTA (~ 1 mg) se disolvié en una disolucién tamponada de HEPES 10 mM, pH 7.5, NaCl
100 mM (600 pL), sobre dicha disolucién se adicionaron 400 uL de una disolucién 50 mM
del correspondiente tricloruro de lantdnido en HCl 1 mM. La mezcla se agit6 durante 1 h,
observandose por EM/HPLC-FR la desaparicién de la masa del producto de partida y la
aparicion de la masa del complejo metalico correspondiente. Los quelatos se purificaron por
cromatografia analitica en fase reversa (gradiente 2: 5% B 5 min, 5% — 75% B 30 min). Las
fracciones combinadas con el producto deseado, se concentraron vy liofilizaron,
identificaindose los complejos por espectrometria de masas MALDI:

44a: EM-MALDI/TOF: [M+H]" calcd para C;sHsEuNy;Og: 920.3. Encontrada: 920.1.
44b: EM-MALDI/TOF: [M+H]" calcd para C;sH;s¢N;;O5Tb: 926.3. Encontrada: 926.3.
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Sintesis de los péptidos

La sintesis de los péptidos se llevo a cabo empleando la estrategia estandar Fmoc de sintesis
en fase solida [118)]. Los aminoacidos se encontraban protegidos en sus cadenas laterales con
los siguientes grupos: Trt para Gln, Asn y Cys, ‘Bu para Asp y Glu, Boc para Lys y Pbf para
Arg.

o () 20
T &AL AL
Fmoc Trt ‘Bu Boc Pbf

Figura 215. Grupos protectores usados en la sintesis de péptidos Fmoc.

Como agente de acoplamiento se usé HBTU, empleando también HOBLt in situ. La sintesis
se realiz6 manualmente sobre una resina amida Fmoc-PAL-PEG-PS (Amersham
Biosciences) con una carga tedrica de 0.19 mmol/g en una escala de 0.1 mmol en suspensién
de DMF y bajo burbujeo continuo de N,. Los reactivos se adquirieron a GL Biochem,
Novabiochem, IRIS Biotech, o Bachem.

HsCO
FmocHNH,C O(CH,)4CO,H

HsCO

Fmoc-PAL-PEG

Figura 216. Espaciador de la resina Fmoc—PAL—PEG—PS.

Cada aminodacido se preactivo con la mezcla de HBTU/HOBt en medio basico (DIEA/DMF)
durante 3 min antes de adicionarlo a la resina. Los acoplamientos para formar los enlaces
peptidicos se realizaron durante 45 min, utilizdindose el test TNBS para seguir su progreso
[222]. Este test se utiliza para detectar aminas primarias libres en la resina, por ello sirve
para determinar el grado de incorporacién de los aminoacidos acoplados. El TNBS
reacciona con aminas primarias formandose una sulfonamida de color rojo intenso.

0
ON gron  MNR > O §-NHR  H0
o o)

Figura 217. Reaccion entre el TNBS y una amina primaria

El test TNBS se realiza sobre una pequefia alicuota de la resina (~ 0.5 mg) sobre la que se
adicionan dos gotas de una disolucién de DIEA (10% en DMEF) y otra gota de una
disolucién de TNBS (1% en DMF). La presencia de aminas en la resina resulta en una
coloracion rojo intenso.
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A continuacioén se detalla cada una de la etapas del protocolo sintético:

DESPROTECCION TEMPORAL DEL FMoOC: la eliminacién del grupo Fmoc del aminoacido
acoplado a la resina se realiz6 mediante el tratamiento de la resina con piperidina (20%
en DMF) durante 15 minutos. Finalizada la desproteccién se filtra y se lava la resina con
DMF (3 x 5 mL x 3 min). La verificaciéon de la desproteccién completa del grupo Fmoc
se realiza con el test TNBS.

AcorraMIENTO: en todas las reacciones de acoplamiento se emple6 un exceso de 4
equiv de aminodcido (0.4 mmol) y de 6 equiv de base (0.6 mmol de DIEA en DMF 0.2
M). Para la activacién y acoplamiento de los aminoacidos protegidos con Fmoc (Fmoc—
aa), estos se disolvieron en 2 mL de una disolucién 0.2 M de HBTU/HOBt en DMF y 3
mL de una disolucién 0.2 M de DIEA en DMF. La mezcla resultante se agit6é 3 minutos
a ta. y, luego, se adicion6 sobre la resina. La reaccién de acoplamiento se prolongd
durante 45 min, tras la cual se filtr6 la resina y lavé con DMF (3 x 5 mL X 2 min). La
sintesis se continué con ciclos de desproteccién/acoplamiento.

AcCETIIACION DEL EXTREMO N-TERMINAL: después de sintetizar completamente el
péptido y desproteger el grupo Fmoc del extremo N-terminal del modo habitual, se
llevé a cabo la acetilacion de este extremo: 0.1 mmol del péptido unido a la resina se
trataron con 5 mL de Ac,0 (20% en DMF) y 2.5 mL de DIEA (0.2 M en DMF); la mezcla
resultante se agit6 por burbujeo de N, durante 1 h y a continuacién se filtr6 y lavé con
DMF (3 X 5 mL X 2 min).

DESPROTECCION SELECTIVA DE LA CADENA IATERAL Lys(arroc) vy Gru(ariro): la
desproteccién selectiva de estos grupos protectores se realizé siguiendo el siguiente
protocolo: 0.1 mmol del péptido unido a la resina se traté con una mezcla de Pd(PPhs),
(1 equiv) y morfolina (190 equiv) en H,0/CH,Cl, 2% durante 5 h a t.a. Posteriormente,
la resina se filtr6 y lavé con DMF (3 x 5 mL x 2 min), dietilditiocabamato (DEDTC) (25
mg en 5 mL, 2 X 2 min), DMF (3 x 5 mL x 2 min) y CH,Cl, (2 X 5 mL x 2 min) [119]. La
desproteccién selectiva en presencia del grupo Fmoc se realizé en condiciones mas
suaves: Pd(OAc), (0.3 equiv), PPh; (1.5 equiv) N-metil morfolina (10 equiv), fenilsilano
(10 equiv) en CH,Cl, durante 8 h a t.a. [143].

DESPROTECCION DE TODAS CADENAS LATERALES DE LOS AMINOACIDOS Y SEPARACION DEL
PEPTIDO DE LA RESINA: ambas operaciones se realizan en una Unica etapa y se pueden
ensayar en cualquier punto del proceso sintético del péptido, bien en medio de la
sintesis para comprobar el estado de la misma (pureza del péptido sintetizado hasta el
momento) o finalizada la sintesis. La resina unida al péptido se secé y se trato con una
mezcla estdndar de TFA con atrapadores de carbocationes: para 40 mg de resina se
utilizaron 50 uL de CH,Cl,, 25 puL de H,0, 25 uL de TIS y TFA hasta 1 mL. Para
aquellos péptidos que incorporan residuos de cisteinas se utilizo la siguiente mezcla: 25
uL de EDT, 25 puL de H,O, 10 pL de TIS y TFA hasta 1 mL, para 40 mg de resina. La
suspension resultante fue agitada durante 2 h y posteriormente se separ6 de la resina
por filtracién. Los filtrados se afiadieron sobre Et,O (10 volimenes de Et,O por cada
volumen de mezcla) a 0 °C para inducir la precipitaciéon del pétpido, que se centrifugé a
14000 r.p.m. durante 5 min, separandose del sobrenadante por decantacién. El residuo
solido se sec6 bajo una ligera corriente de Ar y se disolvié en una mezcla H,0/CH;CN
al 50% para su analisis y purificacién por HPLC-FR.

296



Parte experimental

Los datos analiticos de los péptidos sintetizados se muestran a continuacion:

e REGION BASICA DE LA PROTEINA GCN4 (RB)
ty=16.58 min, gradiente 2; EM-MALDI/TOF: [M+H]" calcd para C;4H;9,N;30;,: 2650.9.
Encontrada: 2650.5.
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Figura 218. MALDI/TOF del péptido RB.

e DOMINIO CYS,HIS, DE LA PROTEINA GAGA (GAGA)

tr = 14.34 min, gradiente 1, EM—-MALDI/TOF: [M+H]" calcd para C;5H,6N53045S,:
3724.3. Encontrada: 3724 .4.
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Figura 219. MALDI/TOF del péptido GAGA.

L4 DomMiNIO CYS,HIS, DE 1A PROTEINA GAGA CON LYS—ALLOC (GAGA—ALLOC)

ty = 22.50 min, gradiente 2; EM—-MALDI/TOF: [M+H]" calcd para CieH66N53045S,:
3808.3. Encontrada: 3809.7.
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Figura 220. MALDI/TOF del péptido GAGA-Alloc.

DowminiO CYS,HIS, DE LA PROTEfNA GAGA DONDE SE MUTARON LAS CYS POR SER (GAGA—
SER)

ty = 20.65 min, gradiente 2; EM—-ESI" (m/z): [M+H]" calcd para C;5H,5,N530,,: 3692.1.
Encontrada: 1231.3 [M+3H]’"; 923.7 [M+4H]".
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Figura 221. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la desproteccién del péptido GAGA-Ser
Derecha: espectro de masas.

PE£PTIDOS USADOS EN LOS ESTUDIOS DE INTERNALIZACION NUCLEAR: Byg—B,g, Bg, By,
Bios, B11g, FLU-AHEX—RB

Bip: tz = 16.32 min, gradiente 2; EM-ESI* (m/z): [M+H]" calcd para CgH;4sN;3504S:
2011.4. Encontrada: 708.8 [M(CF,CO,)+4H]*"; 670.8 [M+3H]*; 503.5 [M+4H]", 402.9
[M+5H]*, 335.8 [M+6H]*".
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Figura 222. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la desproteccién del péptido B,g. Derecha:
espectro de masas.

B,p: tg = 21.16 min, gradiente 2; EM-ESI* (m/z): [M+H]" calcd para CgH;33N,,0,S:
1871.2. Encontrada: 935.5 [M+2H]>; 624.0 [M+3H]*"; 468.4 [M+4H]", 374.9 [M+5H]*".
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Figura 223. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la desproteccion del péptido B,g. Derecha:
espectro de masas.

B;p: tz = 21.77 min, gradiente 2; EM-ESI* (m/z): [M+H]" calcd para CgH;pN,;0,4S:
1786.1. Encontrada: 893.0 [M+2HJ*; 595.8 [M+3H]*"; 447.0 [M+4H]"".
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Figura 224. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la desproteccion del péptido Bsg. Derecha:
espectro de masas.
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B,p: tz = 20.67 min, gradiente 2; EM-ESI" (m/z): [M+H]" calcd para C3sH,3,N5,05,S:
3177.7. Encontrada: 823.3 [M(CF;CO,)+5H]*; 795.9 [M+4H]"; 636.2 [M+5H]"; 530.4
[M+6H]*; 454.3 [M+7H]"".
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2 B [M+6H]
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Figura 225. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la desproteccién del péptido B,s. Derecha:
espectro de masas.

Bsp: tz = 21.08 min, gradiente 2; EM-ESI" (m/z): [M+H]" calcd para C33H)sN5,05S:
3092.6. Encontrada: 1031.4 [M+3H]*; 773.8 [M+4H]*; 619.2 [M+5H]’"; 516.2 [M+6H]*".
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Figura 226. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la desproteccion del péptido Bsg. Derecha:
espectro de masas.

Bgp: tz = 21.48 min, gradiente 2; EM-ESI" (m/z): [M+H]" calcd para CgH;33N,50,,S,:
1974.3. Encontrada: 987.5 [M+2H]>; 658.4 [M+3H]*"; 494.0 [M+4H]""
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Figura 227. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la desproteccion del péptido Bgg. Derecha:
espectro de masas.

B,p: tp = 21.87 min, gradiente 2; EM-ESI" (m/z): [M+H]" calcd para CgH;3N,,0,,S;:
1889.2. Encontrada: 944.6 [M+2HJ*; 630.2 [M+3H]*"; 473.0 [M+4H]*".
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Figura 228. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la desproteccion del péptido B,g Derecha:
espectro de masas.

Bg: tz = 15.39 min, gradiente 2; EM-ESI" (m/z): [M+H]" calcd para Cg4H;;,N;3504;S:
1531.9. Encontrada: 766.0.6 [M+2H]**; 511.1 [M+3H]*.
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Figura 229. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la desproteccion del péptido Bs. Derecha:
espectro de masas.
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ACTIVACION CON EL REACTIVO DE E1LMAN (B,)

Hozc:@/s
2

Aba—Cys—IlF{5513151315134- CONH, (DTNB) -
100 mM Tris «HCI,
pH=7.5, 1M NaCl

Bg
74%

CO,H
O,N

3
S

o
Aba-Cys—3{53{3{i{i{i{i§- CONH,

O,N
(TNB)

By

Sobre una disolucién desoxigenada del péptido Bg (6 mg, 3.91 mmol) en tampén
TriseHCl 100 mM, pH 7.5, NaCl 1 M (200 uL) se adicioné una disolucién previamente
preparada de DTNB (3 mg, 7.80 mmol) en una mezcla desoxigenada de tampodn
TriseHCl 100 mM, pH 7.5, NaCl 1 M/CH;CN (66%, 125 uL). La reacciéon se agitd
durante 45 min, observandose la formacién del péptido activado By (5 mg, 74%
rendimiento). Datos analiticos: t; = 16.58 min, gradiente 2; EM-ESI" (m/z): [M+H]
calcd para Cg;H;1sN3045S,: 1729.0. Encontrada: 865.2 [M+2H]™; 576.8 [M+3H]*"; 433.2

[M+3H].
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Figura 230. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la desproteccién del péptido B, Derecha:

espectro de masas.

DIMERIZACION (Bygp, B113)

SH
] Péptido B,
Flu-Ahex-Lys-Ahex-Cys-{gd=i[sle}-CONH, 100 mM :
(Ll4 Tris«HCI,
NH, pH=7.5,
1M NaCl
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Parte experimental

La dimerizacién se realiz6 de forma analoga para el caso de los dos péptidos, por lo que
solo se ejemplificard una de ellas. Sobre una disolucién desoxigenada del péptido Beg (~
1.4 mg, 0.71 mmol) en una mezcla de tampén TriseHCl 100 mM, pH 7.5, NaCl 1 M
(200 uL) se adiciond una disolucién previamente preparada del péptido activado By (~
1.5 mg, 0.85 mmol) en el mismo tampon usado anteriormente (60 uL). La reaccién se
agité durante 30 min, observandose la formacién del dimero disulfuro B¢ (~ 2.5 mg,
48% rendimiento).

Datos analiticos:

Bios: tr = 20.29 min, gradiente 2; EM-ESI* (m/z): [M+H]" calcd para CH,NgO3;S3:
3504.1. Encontrada: 1168.0 [M+3H]*; 876.2 [M+4H]*".
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Figura 231. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la desproteccién del péptido B,o. Derecha:
espectro de masas.

Biis: tz = 20.39 min, gradiente 2; EM-ESI* (m/z): [M+H]" calcd para C,4H,4N5,05;S;:
3419.0. Encontrada: 1140.0 [M+3H]*; 855.0 [M+4H]*".
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Figura 232. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la desproteccién del péptido B, Derecha:
espectro de masas.

FLU-AHEX—RB: t; = 21.84 min, gradiente 2; EM-ESI" (m/z): [M+H]" calcd para
C134H,14N505,S: 3111.5. Encontrada: 1037.7 [M+3H]*; 778.5 [M+4H]"; 623.0 [M+5H]*".
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Figura 233. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la desproteccién del péptido Flu—Ahex—RB.
Derecha: espectro de masas.

Sintesis de los hibridos peptidicos

El procedimiento llevado a cabo en las sintesis de los hibridos es general y en la mayoria de
los casos se basa fundamentalmente en una condensacién entre un grupo acido y una
amina primaria. Las modificaciones existentes en la sintesis se hicieron en funcién de la
unidad qué presente cada grupo y el agente de acoplamiento empleado.

e HiBripOS. Ay, A, Ag

La parte peptidica de estos tres hibridos es la regiéon basica de GCN4 desprotegida
selectivamente en el E,;. La reaccién de acoplamiento es andloga, por lo que se
ejemplificard inicamente para el hibrido A,.

P P
LT I
XIS roGCNA(E5) SR DIEA/DMF 0.5M ACHN LSRRI CONH,
| -
P . r
2. Tripirrol 0}
o alquilado 1 NH
OH 3. TFA,
capturadores de 0}
RB carbocationes A4 HN
36% Q) s
\
o NB\ O (?\]) 5
O TV
N : N AN '/<
(0]
<NH
\/
Nl\/Ie2

El péptido unido a la resina RB (25 mg, ~ 3.50 x 10° mmol ) se suspendi6é en DMF (1
mlL) durante 1 h para asegurar la expansién de la resina. Posteriormente, la DMF se
eliminé por decantacion y se afadié sobre la RB una disolucién de HATU (3 mg, ~ 7.90
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x 10° mmol) en DMF (170 uL) y DIEA (0.5 M, 28 ul) en DMF. La mezcla se agito
durante 5 min. A continuacion, el sobrenadante se eliminé y la resina se lavé con DMF
(3 x 1 mL x 2 min) para anadir sobre el acido activado de la resina una disolucién del
tripirrol 1 (10 mg, ~ 1.40 x 10” mmol) y DIEA (0.5 M, 28 uL) en DMF. La reaccién se
agité durante 2 h a t.a. El sobrenadante se eliminé y la resina se lavé nuevamente con
DMF (3 x 1 mL x 3 min). La rotura, desproteccién y precipitacién del hibrido se realizé
empleando las condiciones estindar de sintesis de péptidos explicadas anteriormente.
El s¢lido se purificoé mediante HPLC-FR (gradiente 2) obteniéndose el hibrido A,.

Datos analiticos:

A,: ~ 34% rendimiento global™; t, = 22.37 min, gradiente 2; EM—~MALDI/TOF: [M+H]"
caled para C43H,44N53059: 3327.9. Encontrada: 3327.6.
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Figura 234. MALDI/TOF del hibrido A,.

A;: ~ 15% rendimiento global; ty= 22.37 min, gradiente 2; EM—ESI" (m/z): [M+H]" calcd
para CiH,3Ng;0,S,: 4175.7. Encontrada: 1045.3 [M+4H]"; 836.2 [M+5H]5*, 697.2
[M+GH]* 597.8 [M+7H]"".
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Figura 235. Espectro de masas del hibrido As.

i Todos los rendimientos de los hibridos son globales, considerando la sintesis del péptido, la desproteccion selectiva, el

acoplamiento, la desproteccién /rotura y la purificacion.
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Ag: ~ 32% rendimiento global; t; = 18.81 min, gradiente 2; EM—-MALDI/TOF: [M+H]"
caled para Cy3,H,30N50035: 3101.6. Encontrada: 3101.2.
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Figura 236. MALDI/TOF del hibrido A,.

e Hisrinos. Cy, C,, C,, Cq

Todos estos compuestos tienen en comuin la presencia de una Lys selectivamente
desprotegida en el dominio Cys,His, (o el andlogo mutado con Ser). La sintesis hace
necesario la condensacién directa del anhidrido succinico sobre dicho residuo (4 eqiv,
DIEA en DMF 0.5 M), lo que permite tener un acido libre en el péptido y por tanto
realizar el acoplamiento del agente de reconocimiento del surco menor del mismo
modo que en el caso anterior.

Datos analiticos:

C;: ~ 20% rendimiento global; t; = 32.58 min, gradiente 3; EM—-MALDI/TOF: [M+H]"
caled para C,9,H;303N¢;,05,S,: 4359.9. Encontrada: 4359.1.
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Figura 237. MALDI/TOF del hibrido C,.

C,: ~ 23% rendimiento global; t; = 31.84 min, gradiente 3; EM—-MALDI/TOF: [M+H]"
calcd para C,9;H;14Ng;05,S,: 4445.1. Encontrada: 4444.3.
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Figura 238. MALDI/TOF del hibrido C,.

C,: ~ 20% rendimiento global; t; = 21.97 min, gradiente 2; EM—-MALDI/TOF: [M+H]"
calcd para C,9;H;14N¢;,O54: 4415.0. Encontrada: 4415.7.
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Figura 239. MALDI/TOF del hibrido C,.

Ce: ~ 25% rendimiento global; t; = 23.81 min, gradiente 2; EM—-MALDI/TOF: [M+H]"
caled para C,90H;05N;04;S,: 4273.9. Encontrada: 4472.6.
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Figura 240. MALDI/TOF del hibrido Cg.
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e Hisrino C;

En el acoplamiento en fase sélida para la obtencién del hibrido C; el grupo acido esta
presente en el agente de reconocimiento del surco menor, por lo que el procedimiento
sintético difiere un poco del explicado anteriormente.

1. HATU
P p DIEA/DMF 0.5M

Tripirrol alquilado 21
SQSE...AVIK44QSR...LRHF .Y SINE SQSE... AVIK,,QSR...LRHFgele]\/ 278

P 6)4 P 2 TtFA,d ; (>)4
H2N capturadores de HN
\

carbocationes o
GAGA 28% Cs 2:

\ (

N 0

o

Y

ﬁNH H AP
— HN <

OX
NH

J

\
N Mez

NH
()
NH
s
N
/

El péptido unido a la resina GAGA (29 mg, ~ 2.37 X 10”° mmol ) se suspendi6 en DMF
(1 mL) durante 1 h para asegurar la expansién de la resina. Posteriormente, la DMF se
eliminé por decantacién y se afiadié sobre GAGA una disolucién de DIEA (0.5 M, 57
puL) en DMF, la mezcla se agit6 durante 2 min. Mientras tanto se preparé una
disolucién del tripirrol 21 (7 mg, ~ 7.11 X 10” mmol), DIEA (0.5 M, 57 uL) en DMF y
HATU (0.05 M, 135 puL) en DMF, la cual se agité6 durante 3 min y se adicion6 sobre la
mezcla anterior que contiene el péptido unido a la resina GAGA. La reaccién se agitd
durante 2 h a t.a. El sobrenadante se eliminé y la resina se lavé con DMF (3 x 1 mL x 3
min). La rotura, desproteccion y precipitaciéon del hibrido se realizé6 empleando las
condiciones estandar de sintesis de péptidos explicadas anteriormente. El sélido se
purificé6 mediante HPLC-FR (gradiente 3) obteniéndose el hibrido C;.
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Figura 241. MALDI/TOF del hibrido C;.
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Cs:

calcd para C,95H;1,Ng;05,S,: 4403.1. Encontrada: 4404.0.

AcHN-FR CPICYAVIK44QSR 13- CONH,
4

FE:

NH

NH

/\

N
O¥\f
NH
/

2

NMez

NH

Sobre una disolucién desoxigenada del péptido C, (~

A1QUILACION, HIBRIDO Cy

~ 28% rendimiento global; t; = 31.57 min, gradiente 3; EM—-MALDI/TOF: [M+H]"

(6]
o o4
OEt \
—— ==L AcHN-£M CPICYAVIK44QSR - CONH,
20 mM Trise HCI
pH=8.3, CH3CN, 4
DTT, 85% 'j?
<NH
NH
(1)

NI\/Ie2

1

M\/

N

mg, ~ 2.70 mmol) en una

mezcla de tampén TriseHCl 20 mM, pH= 8.3/CH;CN (50%, 400 uL) se adicion6 una
disolucién de 2-bromoacetato de etilo (0.5 M, 5 uL) en CH;CN. La reaccién se agitd
durante 4 h a t.a. El producto mayoritario se purific6 mediante HPLC-FR (gradiente 2)
y se identificé como el hibrido C;s. Datos analiticos: 85%; tz = 24.59 min, gradiente 2;
EM-MALDI/TOF: [M+H]" calcd para C,sH;,6N¢;O55S,: 4617.3. Encontrada: 4620.7

Intensidad (mAU) —>»

S w1
—_ —_
<) <)
o S

310

2 10%

4620.7

1108

.

0+ y r r y v
2000 2500 3000 3500 4000 4500
Masa (uma/z) —>»

Figura 242. MALDI/TOF del hibrido C;.
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e HIiBRIDOS USADOS EN LOS ESTUDIOS DE INTERNALIZACION NUCLEAR: B3—Bya, Biga, Bi1a,
Bia’, Baa’

La unién del agente de reconocimiento del surco menor y del péptido correspondiente,

se realizo, en todos estos compuestos, a través de un enlace urea, usando el DSC como
agente activante. Dado que la reaccién es andloga tinicamente se ejemplificara para el

compuesto By,.
(0] (0]
_~0__0
1Ny
(0]
O (0]

(DSC)
PP DIEA/DMF 0.5M
Flu-Ahex-Lys-Ahex AEGLELGEEH ] » Flu-Ahex-Lys-Ahex-[ilalillalallal CONH,
(Ll4 P 2. Tripirrol alquilado 18 SJ)4
NH, 3. TFA,capturadores HN
de carbocationes >:
O
AN B1a
03
HN
(j ) 5 0] /

El péptido unido a la resina (19 mg, ~ 1.96 x 10° mmol ) se suspendi6 en DMF (1 mL)
durante 1 h para asegurar la expansién de la resina. Posteriormente, la DMF se eliminé
por decantacién y se afiadié sobre la resina las siguientes disoluciones: DIEA (0.5 M, 57
uL) en DMF, DMAP (0.08 M, 48 uL) en DMF y DSC (0.2 M, 140 uL) en DMF. La mezcla
se agit6 durante 45 min a t.a. Transcurrido ese tiempo, se eliminé el sobrenadante y la
resina se lavd DMF (3 X 1 mL x 3 min). Posteriormente se adicion6 sobre la resina las
siguientes disoluciones: DIEA (0.5 M, 57 uL) en DMF, DMAP (0.08 M, 48 uL) en DMF
y el tripirrol alquilado 18 (0.05 M, 140 uL) en DMF. La reaccién se agit6 durante 2 h a
t.a. El sobrenadante se eliminé y la resina se lavé con DMF (3 x 1 mL X 3 min). La
rotura, desproteccién y precipitacién del hibrido se realiz6 empleando las condiciones
estindar de sintesis de péptidos explicadas anteriormente. El sélido se purifico
mediante HPLC-FR (gradiente 2) obteniéndose el hibrido By,.

Datos analiticos:

Bia: ~ 26% rendimiento global; t; = 20.92 min, gradiente 2; EM-ESI" (m/z): [M+H]"
caled para CipH;03N,;0,,S: 2676.2. Encontrada: 968.4 [M(CF;CO,),+5H]*; 930.7
[M(CF,CO,)+4H]*; 669.5 [M+4H]*; 536.2 [M+5H]’"; 446.4 [M+6H]*; 383.0 [M+7H]’".
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Figura 243. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la desproteccion del hibrido B,. Derecha:

espectro de masas.

B,a: ~ 20% rendimiento global; t; = 22.38 min, gradiente 2; EM-ESI" (m/z): [M+H]"
calcd para Cj;0H 5N3,0,6S: 2535.9. Encontrada: 845.1 [M+3H]*; 633.9 [M+4H]"; 507.2

[M+5H]*; 422.6 [M+6H]*; 317.7 [M+8H]*".

1204
100+ 22.38
804
60
40

20

Intensidad (mAU) —>»

0_
5 10

15 20 25 30 35

Tiempo (min) —3»

Intensidad (mAU) —>»

1204

100+

o
P

60+

40-

20

0

[M+3H]**

[M+4H]*

[M+8H]* [M+5H]>*
M+6H1%* | ‘

200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Masa (uma/z) —>»

Figura 244. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la desproteccion del hibrido B,,. Derecha:

espectro de masas.

B;a: ~ 17% rendimiento global; t; = 22.38 min, gradiente 2; EM-ESI" (m/z): [M+H]"
calcd para C;;6H;74N5,0,6S: 2450.9. Encontrada: 1225.6 [M+2H]*; 817.1 [M+3H]**; 613.8

[M+4H]*.
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Figura 245. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la desproteccion del hibrido Bs,. Derecha:

espectro de masas.
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Parte experimental

B,a: ~ 20% rendimiento global; t; = 21.30 min, gradiente 2; EM-ESI" (m/z): [M+H]"
calcd para CigH,50Ng,055S: 3842.5. Encontrada: 961.3 [M+4H]*; 769.2 [M+5H]>"; 641.2
[M+6H]*; 549.8 [M+7H]’".
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Figura 246. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la desproteccién del hibrido B,,. Derecha:
espectro de masas.

Bsa: ~ 22% rendimiento global; t; = 21.60 min, gradiente 2; EM-ESI" (m/z): [M+H]"
caled para CyH,3Ng,O055S: 3757.4. Encontrada: 968.8 [M(CF,CO,)+5H]"; 940.0
[M+4H]*; 627.1 [M+6H]"".
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Figura 247. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la desproteccion del hibrido Bs,. Derecha:
espectro de masas.

Bga: ~ 25% rendimiento global; t; = 22.15 min, gradiente 2; EM-ESI" (m/z): [M+H]"
caled para Cpp,HigN350,,S,: 2639.1. Encontrada: 918.6 [M(CF;CO,)+4H]*"; 880.0
[M+3H]; 660.5 [M+4H]*"
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Parte experimental
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Figura 248. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la desproteccién del hibrido Bg,. Derecha:
espectro de masas.

B,s: ~ 21% rendimiento global; t; = 22.44 min, gradiente 2; EM-ESI" (m/z): [M+H]"
calcd para Ci19H17N3,0,,S,: 2554.0. Encontrada: 1277.2 [M+2H]*; 851.7 [M+3H]**; 639.0
[M+4H]*.
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Figura 249. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la desproteccién del hibrido B,,. Derecha:
espectro de masas.

Bia': ~ 30% rendimiento global; t; = 18.03 min, gradiente 2; EM-ESI* (m/z): [M+H]"
calcd para CosH;7N,Oq6: 2212.7. Encontrada: 739.5 [M+3H]*; 554.6 [M+4H]"; 443.9
[M+5H]™.
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Figura 250. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la desproteccién del hibrido B,,’. Derecha:
espectro de masas.
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Parte experimental

B,s": ~ 25% rendimiento global; t; = 18.42 min, gradiente 2; EM-ESI* (m/z): [M+H]"
caled para Co,H;N3,0,: 2075.5. Encontrada: 1038.3 [M+2H]™; 692.3 [M+3H]*; 519.5
[M+4H]*; 416.0 [M+5SH]*".
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Figura 251. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la desproteccion del hibrido B,,’. Derecha:
espectro de masas.
DIMERIZACION (Byga, B11a)

La dimerizacién se llevé a cabo del mismo modo que en el caso de los péptidos Bz,
B11B'

Datos analiticos:

Bioa: tg = 20.92 min, gradiente 2; EM-ESI* (m/z): [M+H]" calcd para Ci5,H06N70O36S3:
4168.9. Encontrada: 1466.1 [M(CF;CO,),+5H]’*; 1071.4 [M(CF,;CO,)+5H]"; 1042.5
[M+4H]*; 900.7 [M(CF;CO,);+8H]**; 629.4 [M(CF;CO,),+9H]’".
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Figura 252. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la desproteccion del hibrido Bys,. Derecha:
espectro de masas.

Bi1a: tg = 20.00 min, gradiente 2; EM-ESI* (m/z): [M+H]" calcd para C,;H55Ng,056S5:
4083.8. Encontrada: 1021.7 [M+4H]*; 840.4 [M(CF,CO,)+6H]™; 681.5 [M+6H]".
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Parte experimental
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Figura 253. Izquierda: cromatograma de HPLC del crudo de la desproteccién del hibrido By, ,. Derecha:
espectro de masas.
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