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Capitulo 2

2. Identificacidn de complejos heteroquirales entre
péptidos todo-D y el fragmento N-terminal del dominio
de B de la proteina A de staphyloccus aureus

2.1. Introduccion

Los aminoacidos L fueron seleccionados en la evolucién quimica de los seres vivos como
los bloques de construcciéon de las proteinas. Las proteinas estan constituidas basicamente
de aminoacidos L a excepcién de la glicina cuyo carbono a es aquiral. No obstante, algunos
seres vivos han roto parcialmente la homoquiralidad intrinseca de las proteinas y han
introducido puntualmente aminoacidos D en algunos de sus péptidos y proteinas. Esto ha
sido observado desde organismos unicelulares como bacterias hasta multicelulares tan
complejos como los vertebrados. Por ejemplo, la presencia de aminoacidos D en medio de
secuencias con aminoacidos todo L se han encontrado en proteinas que componen la pared
celular de algunas bacterias’ y en algunas proteinas humanas relacionadas de la piel,
huesos o en el cristalino del ojo?.

La introduccion de aminoacidos D en una proteina requiere un alto gasto de recursos por
parte de la célula. En la naturaleza no se han observado secuencias con mas de dos
aminoacidos D continuos. El cambio de quiralidad de un residuo es una modificacion post-
traslacional que requiere de la actividad de enzimas que inviertan el carbono a asimétrico
del residuo en cuestion®. Esta maquinaria sélo es usada por la célula cuando la modificacion
estereoquimica del residuo se traduce en la obtencién de estructuras dificilmente asequibles
con sb6lo aminoacidos L. Los péptidos naturales asi generados confieren resistencia
proteolitica y mayor diversidad estructural ampliando el espectro de funcionalidades.

Por otra parte, la inversion total de la quiralidad de una proteina conduce a un enatiomero
con estructura covalente igual pero con estructura y actividad especulares. Esto significa
que conserva su actividad frente a ligandos o sustratos que también hayan invertido su
quiralidad. Esto fue demostrado tras la sintesis total de los enatiomeros de la proteasa del
VIH-1 los cuales mostraron tener actividad solo frente a sus pares quirales®.

El uso de péptidos formados Unicamente por aminoacidos D (o péptidos todo-D) ha sido
especialmente satisfactoria en casos en los cuales estos interaccionan con membranas
celulares o donde las interacciones involucradas se encuentran dispuestas espacialmente

en una sola cara dentro del espacio. Cuando estas interacciones no se dan bajo un mismo
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plano en el espacio, como es el caso de las interacciones entre haces de hélices® o en hojas
plegadas distorsionadas, el uso de péptidos todo-D no han proporcionado los resultados
esperados®. En estructuras helicoidales el cambio de quiralidad de todos los residuos
cambia la disposicion espacial de las cadenas laterales, de forma que se pierden gran parte
de la interacciones posibles en el nucleo hidrofébico (Figura 1).

Figura 1. Comparacion de la disposicion geométrica de los residuos de una hélice a
proyectada en el plano. La figura de la izquierda se representa una hélice a dextrégiray la de la

derecha un hélice a levdgira. La imagen del centro muestra la superposicion de las dos

hélices.
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En la busqueda de péptidos todo-D activos se han utilizado diferentes aproximaciones
como, el disefio racional, el disefio de novo y también estrategias combinatorias. El uso de
péptidos todo-D has sido aplicada en casos donde su actividad implica interacciones entre
elementos transmebranales, dentro de los cuales se incluyen algunos péptidos antibioticos”
°. Analogos todo-D de péptidos antimicrobianos de origen natural como la cecropina A, la
melitina y la magainina han mostrado que retienen la actividad antimicrobiana en un
espectro amplio de especies’. Incluso en el caso de la melitina los diferentes isémeros
enatio-, retro- y retroenantio conservan la actividad antimicrobiana del péptido todo-L'°.
También se ha descrito un enantidmero de un péptido de 9 residuos derivado del dominio
transmembranal del receptor de células T (TCR), el cual conserva la actividad in vitro y in
vivo, inhibiendo el ensamblaje del complejo TCR con su coreceptor CD3"". En este caso, el
péptido enantiomero se reorienta dentro de una membrana, de forma que en conjunto las
interacciones importantes en el proceso de reconocimiento se conservan,
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independientemente de la quiralidad.

El reconocimiento entre superficies peptidicas todo-L con superficies todo-D se dan
principalmente en casos en los cuales los residuos localizados en una cara interaccionan
con residuos ubicados bajo un mismo plano en la otra superficie. Mas aun, la estabilidad es
mayor si existen interacciones entre residuos cargados en la formacion del complejo.
Complejos formados por hélices levégiras y dextrogiras se han disefiado, desde el punto de
vista del disefio de novo, basandose en las propiedades anfipaticas de hélices a donde una
tiene caracteristicas acidas y la otra basicas'?. El disefio del complejo D/L se basa en que el
angulo formado por los ejes principales de dos hélices es 0°. En disolucion estos péptidos se
organizan en estructuras helicoidales como tetrameros heteroquirales. Esto difiere de la
mayoria de haces de hélices o naturales en las que en general se observa una desviacion
de 10 a 20° entre los ejes principales de las hélices™.

Mezclas heteroquirales de péptidos pueden inducir cambios en las tendencias
conformacionales de los ensamblajes formados en disolucion. El péptido basado en poli(L-
lisina) sufre una transicion de hélice a a hoja  cuando se encuentra a pH superiores a 11y
temperaturas mayores de 40°C. Sin embargo, en mezclas de poli(L-lisina) y poli(D-lisina) la
transiciéon o/ se da cerca de los 15°C, lo que hace que a temperatura ambiente se

encuentren estructuradas como hojas B, formando fibras parecidas a las amiloides'®.

La interaccion efectiva entre péptidos todo-L y péptidos todo-D para formar complejos
heteroquirales depende del tamafio de la superficie y el numero de residuos involucrados en
la interaccion. Péptidos que poseen pocos residuos tiene menor dependencia de la
quiralidad. Sin embargo, péptidos demasiados cortos no consiguen adquirir estructuras
estables en disolucién. La utilizacion de péptidos todo D que interaccionen con péptidos o
proteinas todo-L requiere de llegar a un balance entre la superficie de contacto, el nimero y
localizacion de los residuos involucrados.

En nuestro sistema se parte de un modelo derivado de un dominio proteico natural. El
dominio B de la proteina A es un dominio que se pliega en un trimero de hélices
antiparalelas. En nuestro disefio este dominio se dividi6 en dos fragmentos, uno de los
cuales se tomé como base para modificar la quiralidad de todos los residuos. Teniendo en
cuenta que en trabajos previos realizados en nuestro laboratorio se ha observado que el
enantidmero todo-D no interacciona con el fragmento todo-L, en el presente trabajo este
fregmento se ha redisefiado y aplicado un estrategia combinatoria para identificar péptidos
que formen complejos heteroquirales con el fragmento nativo.
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2.1.1. Dominio B de la proteina A de Staphylococcus aureus

La proteina A hace parte de la pared celular del Staphylococcus aureus?®. La bacteria se une
a través de la proteina A al fragmento cristalizable de inmunoglobulinas G, Fc, en una
orientacion que bloquea el proceso de opsonizacién y fagocitosis'®. La inhibicion de la
interaccion entre la bacteria y los neutréfilos en presencia de anticuerpos anti-proteina A
disminuyen la virulencia en modelos animales'’. La afinidad de esta proteina por Fc es
utilizada para purificar anticuerpos' y como soporte de construccién en el disefio de
moléculas afines a proteinas para ser usados en purificacion y diagnostico'®(Figura 2).

Figura 2. A. Fotografia de una colonia de S. aureus® B. Representacion ampliada de S. aureus
donde los puntos sobre la superficie representan proteinas de adhesiéon y proteina A de la
pared celular de la bacteria. C. Esquema de las diferentes regiones funcionales de la proteina
A

A B
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algG de un péptidoglicanos unidén a la
octapéptido pared celular

Esta proteina de 42 kDa esta compuesta por tres regiones diferentes; la regiéon S, la cual es
procesada durante el proceso de secrecion?'; 5 dominios homélogos denominados E, D, A,
By C en este orden desde la regién N-terminal®® y una regién que une la proteina a la pared
celular denominada X?*. Cada uno de los dominios homélogos contiene aproximadamente

@ El s. aureus es una bacteria que esta asociada a diferentes tipos de infecciones cutaneas, endocartidis, sindrome del shock téxico,
neumonia y septicemia. Las infecciones por s. aureus de sepas resistentes a antibiéticos estan asociadas a un gran porcentaje de

infecciones intrahospitalarias de dificil tratamiento.
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58 residuos y entre ellos comparten entre un 65-90% de homologia de la secuencia. Todos
los dominios poseen alta afinidad por Fc de inmunoglobulina G. Los dominios D y E
muestran también alta afinidad por el fragmento de unién al antigeno, o Fab, de las
inmunoglobulinas. Los 5 dominios son capaces de unirse independientemente al Fc de
IgG1, 1gG2 e 1gG4 pero solo débimente a 1gG3%*. Esta afinidad también muestra
dependencia de la especie; asi, esta proteina presenta una alta afinidad por IgG de humano,
de conejo y de conejillos de indias pero una baja afinidad por IgG de bovinos y de raton®°.

Los dominios comparten gran similitud en su secuencia que en consecuencia los lleva a

tener estructuras tridimensionales muy similares®®?’ (

Figura 3). El dominio B es un has de
tres hélices antiparalelas muy estable que conserva la afinidad por IgG al estar aislado de la
proteina A. La eliminacién de la secuencia que contiene la hélice C-terminal de este dominio
hace que el fragmento restante pierda estructura y se encuentre como una estructura
desordenada en disolucion (capitulo 3). Sin embargo, la regiéon de las hélices N-terminales
interaccionan con el péptido correspondiente a la tercera hélice para formar complejos no
covalentes en disolucién con alto contenido helicoidal®®®°. Esta propiedad hace que este
sistema sea un buen candidato como modelo de interaccién de péptidos estructurados en

disolucién.

2.1.2. Quimica combinatoria. Quimiotecas OBOC

El principio aplicado en quimica combinatoria se basa en que, la probabilidad de tener éxito
en encontrar moléculas activas aumenta con el tamafio y diversidad del conjunto de
compuestos analizados. La estrategia combinatoria en quimica ha permitido ampliar la
posibilidad de encontrar nuevos compuestos, con aplicacién directa en el disefio de
farmacos y en ciencia de materiales, al hacer posible la sintesis y/o analisis de conjuntos de
compuestos, denominadas quimiotecas. Las quimiotecas poseen un gran numero moléculas
que comparten estructuras similares, pero difieren en los grupos funcionales unidos a la
base. En lugar de evaluar cada compuesto frente una actividad o propiedad especifica se
evalla un conjunto de compuestos y posteriormente se selecciona los que pueden ser de

interés para ser analizadas individualmente®"32,
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Figura 3. A. Estructura del dominio B de la proteina A de s. aureus % La imagen de la izquierda
es una vista lateral de la representacion tipo cintas de la proteina. La imagen de la derecha
muestra la representacion con vista frontal de la proteina tipo cintas y superficie. la primera y
segunda hélices estan coloreadas de azul oscuro y claro, respectivamente (Hi;); la tercera
hélice (Hs,) esta coloreada de amarillo. B. En la parte inferior, se encuentra la descripcion

grafica de la estructura secundaria junto con la secuencia del dominio B. C. Alineamiento de

las secuencias de los 5 dominios homdlogos de la proteina A.

alo

Alineamiento

La sintesis en fase soélida permite obtener muchos compuestos en paralelo, en diferentes
reactores o en diferentes unidades de resina®. El hecho de que en fase sélida se pueda
construir paso a paso cadenas de mondémeros sobre un soporte insoluble hace posible que
cada unidad de resina pueda ser considerada un reactor* o que la resina pueda ser dividida
en porciones que en paralelo permita la sintesis de varias moléculas®. La técnica de division
y mezcla (del ingles split and mix) permite realizar en un sélo reactor las reacciones que son
comunes para todos lo elementos de la quimioteca y dividir en diferentes alicuotas las
reacciones que deben llevarse de modo diferente o con diferentes reactivos. Esta
metodologia permite controlar que en cada unidad de resina se obtenga sélo un tipo de
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compuesto, generado quimiotecas en las cuales s6lo hay un tipo de compuesto por unidad
de resina, denominadas OBOC (del ingles, one-bead-one-compound) (Figura 4)*. En
consecuencia, la sintesis de este tipo de quimiotecas requiere que todas las reacciones que
se realizan tengan rendimientos altos donde el nuevo compuesto después de cada reaccidn
sea unico. Estas caracteristicas son propias de la sintesis en fase solida de péptidos. Por
esta razon, esta técnica desde sus inicios ha estado asociada a péptidos y moléculas
analogas.

El uso de aminoacidos D en el disefio de péptidos y proteinas amplia la diversidad en
estructuras, propiedades y estabilidad frente a la protedlisis que pueden ser alcanzadas®.
Quimiotecas de péptidos que incluyen aminoacidos D se han disefiado y evaluado frente a
una gran gama de actividades como: Inhibidores de la actividad citolitica del péptido
antimicrobiano, melitina, por medio de una quimioteca de hexapéptidos®’; identificacion de
un ligando de un receptor opiode, que ademas demostré tener actividad analgésica en
ratones, a partir de una quimioteca de hexapeptidos®; Identificacion de nuevos inhibidores
enzimaticos con la introduccibn de un so6lo aminoacido D en una quimioteca de
octapéptidos®®; o incluso la identificacion de péptidos capaces de adherirse a células

tumorales humanas*®*'.

2.1.3. Objetivos

El objetivo general del trabajo expuesto en este capitulo estaba orientado a la identificaciéon
péptidos todo-D capaces de formar complejos heteroquirales no covalentes con una
secuencia encontrada en la naturaleza, en este caso el fragmento correspondiente al
fragmento N-terminal del domino B de la proteina A de s. aureus.

A partir del objetivo principal se plantearon los siguientes objetivos especificos:

e Disefiar, sintetizar y evaluar una quimioteca de péptidos todo-D derivados de la
secuencias de la hélice C-terminal del dominio B.

o Detectar e identificar las secuencias de los péptidos activos de la quimioteca que son
afines a al fragmento N-terminal del dominio B.

e Resintetizar los elementos activos mas representativos de la quimioteca y validar los

resultados encontrados del analisis de la quimioteca a pequefia escala.
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Figura 4. Diagrama de la metodologia de sintesis de una quiomioteca OBOC por la estrategia
de division y mezcla®. A. preparacion de un quimioteca de 9 dipéptidos sobre resina. Las
flechas divergentes representan los pasos de divisidon en porciones iguales, las flechas
verticales indican acoplamientos, las flechas convergentes indican pasos de mezcla y
homogenizacion. B. Resultado de la sintesis de una quimioteca de tripéptidos con tres
posiciones variables. Los circulos (azules, amarillos y rojos) indican aminoacidos o

monomeros organicos y los verdes indican unidades de resina.
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2.2. Diseino de la quimioteca D4096

La secuencia inicial se disefio a partir de la secuencia de la tercera hélice del domino B
(Hsn). ElI cambio de quiralidad de los aminoacidos en una hélice a cambia las posiciones de
las cadenas laterales y la direccion del giro de la cadena principal. Por esta razén, el disefio
de la secuencia del péptido todo-D de partida se basé en intentar mantener la disposicién
topoldgica de las diferentes cadenas laterales de los aminoacidos. Las variaciones de la
quimioteca se realizaron en la regién central de la secuencia, donde se encuentran las
vueltas de hélice a de la Hs, en el dominio B%. Inicialmente, las modificaciones realizadas
involucraron la permutaciéon de los residuos ubicados en las posiciones de la septena,
(c)=(b), (e) « (d), y (f) « (g), como se observa en la (Figura 5). Los residuos ubicados en
las posiciones (a), ubicados en el nucleo hidrofébico permanecieron intactos.
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La quiomioteca de péptidos todo-D se disefio de forma que las posiciones variables se
localizaron basicamente en los residuos del nucleo hidrofébico. Aunque los péptidos de la
quimioteca tienen 22 residuos, sélo 5 posiciones son variables, para ajustar las variaciones
en los residuos que podrian intervenir directamente en la interaccion. En cada posicién
variable se permitieron 4 posibilidades que conducian a obtener 4096 diferentes péptidos,
de aqui se origind el nombre de la quimioteca, D4096. Las sustituciones se escogieron
intentando abarcar el maximo de diversidad con el minimo de residuos posible. Asi, en cada
posicion variable podia encontrarse un residuo de caracter hidrofébico alifatico, uno
hidrofébico aromatico, uno polar con carga o uno polar sin carga (Tabla 1).

En la posicion variable x;, se conservd la serina de la secuencia natural y se adiciono
fenilalanina porque podria estabilizar interacciones con los residuos aromaticos que se
encuentran en Hq,, lisina como residuo polar con carga positiva y la leucina por su alta
propension a estar presentes en hélices o*%.

En la posicién variable x,, al igual que en los casos anteriores se conservd el residuo de la
secuencia natural que en este caso es leucina. El triptéfano se escogié6 como residuo
hidrofébico aromatico, debido a que tiene una gran superficie y el glutamico se escogi6
como residuo cargado negativamente.

En la posicion variable x3 y xe, se introdujeron los residuos leucina, fenilalanina, lisina o
treonina. El residuo de leucina de la secuencia natural, la fenilalanina se escogi6é por la
misma razén expuesta para xq; la lisina como residuo cargado positivamente; y la treonina
como residuo polar, que facilita el analisis de secuencia por espectrometria de masas, ya
que otros residuos polares como la asparagina y la glutamina tienen masas moleculares
similares a la leucina y la lisina

En la posicion variable x4, se conservo la alanina presente en la secuencia natural, como
residuo aromatico hidrofébico se escogio el triptéfano, como residuo polar con carga el
glutamico y como residuo polar sin carga la serina, puesto que tiene un tamano similar a la
alanina.

En la posicién variable x5 se incluyé asparagina, presente en la secuencia natural, como
residuo hidrofébico aromatico se introdujo el ftriptéfano, como residuo cargado
negativamente el glutamico y la valina como residuo hidrofébico alifatico.

71



72

Capitulo 2

Figura 5. Representacion de dos giros de hélice a candnica indicando la posiciones de la
septena “abcdefg”. En la parte superior se representa la vista axial de las hélices y en la parte
inferior se observa una vista lateral. A. Hélice a dextrogira con aminoacidos L. B. Hélice a
levogira con aminoacidos D. C. Hélice a levogira donde las posiciones de la septena “abcdefg”
se han cambiado por la septena “acbedgf’ de forma que las cadenas laterales de los residuos
queden ubicados en el espacio en forma similar a las cadenas laterales de la hélice a

dextrogira.

Hélice o dextrogira Hélice o levogira Hélice o levogira
Aminoacidos L Aminoacidos D Aminoacidos D

2.3. Sintesis y caracterizacién de la quimioteca D4096

2.3.1. Sintesis de la quimioteca D4096

La sintesis combinatoria para obtener un péptido en cada unidad de resina (OBOC) se basé6
en la estrategia de divisidn y mezcla de resina en los ciclo de acoplamiento de los residuos
de las posiciones variables usando la estrategia de sintesis de péptidos Boc/Bzl (ver 6.7.1).
Esta metodologia considera que cada unidad de resina es en si misma un reactor. La
sintesis de la quimioteca se realiz6 como si se tratara de un sélo péptido, con la diferencia
de que en las regiones donde hay variacién en la secuencia, la peptidil resina se dividio en

el numero de variaciones requeridas, se realizaron los respectivos acoplamientos y al final
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se volvieron a unir las distintas fracciones en un Unico reactor para continuar la sintesis
(Figura 4).

Tabla 1. Diseio de la quimioteca d4096, de péptidos todo-D. A partir de la secuencia de la
tercera hélice del domino B, Hs, todo-L, se disefié la secuencia base de la quimioteca
compuesta exclusivamente de aminoacidos D, D;. Entre los residuos 5 y 16 se realizaron
permutaciones de acuerdo a la posicion del residuo en la septena helicoidal, “abcdefg”, por la
secuencia “acbedgf”, a, d y e se establecieron como posiciones variables (x4, X2, X3, X4, X5, Xg)-
En la parte inferior de la tabla se indica, para cada posicion variable, los cuatro diferentes

residuos que podian estar presentes en los elementos de la quimioteca.

NL'Jmero 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

de residuo

Cargas - - + 4+ - +
H; Todo-L DPSQSANLLAEAKEK NDAQAP K

Septena a b cde f gabec e

Cargas - - + 4+ - +
D; Todo-D d ps qgsnal |l e aakknl daqgap k

Septena a c b e dgf acbed

Posicion

Variable X X2 % X Xo %o

Variacion1 S I a n |

Variacion2 e f e e f

Variacion3 I t k S v Kk

Variacién4 k w t w w t

Al final de la sintesis cada unidad de resina contiene ancladas cadenas peptidicas con una
Unica secuencia. La actividad de los diferentes péptidos asi obtenidos se evalué en conjunto
en un mismo ensayo. Puesto que este ensayo de actividad se realiz6 directamente sobre la
resina, esta debe tener propiedades que la hagan compatible con los reactivos vy
condiciones con las cuales va a ser tratada tanto en la sintesis como en la detecciéon de
actividad. En este caso se usd como soporte solido la resina PEGA*®, la cual es un co-
polimero de polietilenglicol y poliacrilamida, que se solvata bien en la mayoria de solventes
usados en sintesis de péptidos y en especial en medios acuosos. Estas propiedades, unidas
a su buena resistencia a la presencia de acidos fuertes como TFA y HF, hicieron que se

seleccionase esta resina para realizacion de la sintesis*.

El espaciador bifuncional HMFS se us6é en esta sintesis para unir el primer residuo a la
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resina. Este espaciador permite anclar el grupo carboxilo del aminoacido C-terminal por
medio de un enlace tipo éster. El desanclaje se realiza en medio basico, particularmente con
morfolina en DMF (20-50%)*. Este enlace es compatible con quimica Boc/Bzl porque es
resistente a las condiciones acidas usadas durante la desproteccion del grupo N-a-amino
terminal después de cada acoplamiento y al tratamiento con fluoruro de hidrégeno usado al
final de la sintesis**

Figura 6. Diagrama resumido de la estrategia sintética usada. El soporte sélido (resina PEGA)
se funcionalizé con el espaciador HMFS, la secuencia se sintetiz6 usando derivados de
aminoacidos protegidos segun el esquema Boc/Bzl. El grupo protector N-a-t.-Boc se eliminé
con acido trifluoroacético, los grupos protectores de las cadenas laterales de los aminoacidos

se eliminaron por tratamiento con fluoruro de hidrégeno. El péptido se escindié de la resina

EO-:—HF

o

por tratamiento con morfolina.

O Morfolinao/NH

| SAPET

Direccién de Ia sintesis .O NH

Los diferentes Boc-aminoacidos se activaron con diisopropil carbodiimida y HOBt en DMF
con el fin de obtener el éster de benzotriazol de cada aminoacido para hacerlo reaccionar
con el grupo amino terminal de la cadena peptidico en crecimiento. Para asegurar la
completa introduccién de los aminoacidos y la buena calidad de los péptidos obtenidos al
final de la sintesis, se realizaron siempre dos ciclos de acoplamiento. Después del
acoplamiento del ultimo residuo de la secuencia, el grupo amino terminal se acetilé con
anhidrido acético (ver 6.2.3.). Finalmente, para obtener la peptidil-resina libre de grupos
protectores en las cadenas laterales de los aminoacidos, esta se traté con fluoruro de
hidrégeno usando un 1 % de m-cresol como capturador de los carbocationes generados en
la reaccion.
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2.3.2. Caracterizacion de la quimioteca

2.3.2.1. Identificacion de subproductos de la sintesis

La caracterizacion de una quimioteca OBOC de miles de compuestos es una tarea
compleja, puesto que en una pequefia alicuota de resina pueden encontrarse decenas o
centenares de moléculas diferentes. Por esta razon se realizaron dos tipos de
caracterizacion; en primer lugar, la caracterizacion global sobre alicuotas de peptidil-resina;
y en segundo lugar, la caracterizacion de algunas unidades de resina.

Una alicuota de peptidil-resina se escindié por tratamiento con 20% de morfolina en DMF
para obtener una distribucion general de masas de la quimioteca por espectrometria de
masas MALDI-TOF y analisis de aminoacidos (Figura 11). Por otro lado, los péptidos unidos
a algunas unidades de resina se escindieron para ser analizados individualmente por
espectrometria de masas MALDI-TOF y masas en tandem (Figura 7).

Figura 7. Espectro de masas MALDI-TOF y de fragmentacion de péptidos de la quimioteca
seleccionados al azar. A. La mayoria de péptidos mostraron un espectro de masas limpio con
sélo un producto (A). Sin embargo, algunos espectros mostraron perfiles mas complejos (B).
En estos péptidos se identificaron residuos de triptéfano formilado en el espectro de
fragmentacion del pico principal (C).
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Inicialmente, se observé que los datos de caracterizacion obtenidos estaban de acuerdo con
lo esperado. Sin embargo, algunas de las unidades de resina escogidas al azar fueron
imposibles de analizar, debido a que después de la escisién se observaron sefales en el
espectro de masas MALDI-TOF de muy baja intensidad. Este comportamiento aislado hizo
necesario realizar un analisis aun mas exhaustivo de la quimioteca. Para esto se exploraron
una serie de variaciones en el procedimiento de escision del péptido de la resina (Tabla 2),
encontrandose que al usar como base una disolucidén saturada de bicarbonato de amonio se
obtenia la cantidad necesaria de péptido para ser analizado por espectrometria de masas
MALDI-TOF y obtener el espectro de fragmentacion. En estos péptidos, de dificil
caracterizacion, la presencia de morfolina en DMF ejercia un efecto negativo en la
preparacion y analisis de la muestra.

Tabla 2. Diferentes condiciones de preparaciéon de muestra para analizar por espectrometria de
masas MALDI-TOF el péptido anclado en una unidad de resina (UR). Acido a-ciano-4-
hidroxicinamico, 0.1%TFA, agua/ACN 1:1 (ACH-TFA), Acido a-ciano-4-hidroxicinamico, 0.1%
acido férmico, agua/ACN 1:1 ((ACH-Férmico), Acido sinapinico, 0.1%TFA, agua/ACN 1:1 (AS-
TFA), Acido dihidroxibenzoico, 0.1%TFA, agua/ACN 1:1 (DHB-TFA),
diaza(1,3)biciclo[5.4.0Jundecano (DBU). (*) El desanclaje del péptido de una unidad de resina

con los vapores de morfolina concentrados en un recipiente sellado.

Condiciones de desanclaje Caracteristica Matriz Calidad del espectro
1 uL/UR 20% morfolina/DMF, 1h poco volatil (ACH-TFA) +
1 uL/UR 20% morfolina/DMF, 1h poco volatil (ACH-Fo6rmico) ++
1 YL/UR 50% morfolina/DMF, 1h poco volatil (ACH-TFA) -
1 uL/UR 2% DBU/5% morfolina/DMF, 1h poco volatil (ACH-TFA) -
1 YL/UR 32% bicarbonato de amonio, 1h volatil (ACH-TFA) ++
1 YL/UR 32% bicarbonato de amonio, 1h volatil (AS-TFA) -
1 YL/UR 32% bicarbonato de amonio, 1h volatil (DHB-TFA) -
1 uL/UR 10% amoniaco, 1h volatil (ACH-TFA) +
1 uL/UR 30% amoniaco, 1h volatil (ACH-TFA) +
1 yL/UR amoniaco en metanol, 1h volatil (ACH-TFA) -
* vapores de morfolina, 1h poco volatil (ACH-TFA) +++

Algunos de los péptidos, de unidades de resina de dificil caracterizacion, se identificaron por
analisis de los espectros de fragmentacion MS/MS encontrandose que en comun todos los
péptidos poseian triptéfano y que parte del producto obtenido tenia como impureza el
péptido con el grupo protector formilo en este residuo (Figura 7). La presencia de esta
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impureza se consiguio identificar al usar como base una disolucién de bicarbonato de
amonio para liberar el péptido de la resina, puesto que la presencia de morfolina era capaz
de eliminar el grupo formilo del triptéfano y esta impureza permaneceria indetectable.
Debido a la pequefa diferencia de masas entre el péptido con triptéfano con y sin el grupo
formilo, de s6lo 28 unidades, la caracterizaciéon global de la quimioteca no discriminaba esta

diferencia.

Figura 8. A. Espectro de masas MALDI-TOF de un péptido obtenido a partir de una unidad de
resina de la quimioteca. B. Espectro de fragmentacion del i6on precursor (2515.3 m/z) e
identificacion de la secuencia (Ac-dpsqlnaeleaskkwfadqapk-NH,)

lon precursor
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2.3.2.2. Eliminacion de los subproductos de la sintesis

Como se ha comentado anteriormente, los resultados mostraron la presencia del grupo
formilo unido a la cadena lateral del triptéfano después del tratamiento con fluoruro de
hidrogeno. Este grupo protector se eliminé posteriormente, por tratamiento de la péptidil
resina con una disolucion de TFMSA/TFA/DMS/m-cresol/EDT (10:49:29:10:2). A esta
concentracion de acido el EDT actua como nucledfilo eliminando el grupo férmilo del
triptéfano®®. En esta condiciones de reaccion la presencia de dimetilsulfuro como disolvente
dirige el mecanismo de reaccién hacia una sustitucion de tipo bimolecular que evita la
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formacion de carbocationes, y evita reacciones laterales de acilacion®’.

La peptidil resina libre de todos los grupos protectores tuvo que caracterizarse nuevamente.
De manera similar al analisis previo de la quimioteca, un grupo de unidades de resina se
escogieron al azar, para escindir individualmente el péptido. Las secuencias de algunas de
ellas se identificaron por medio de su espectro de fragmentacion, tras lo cual fue posible
identificar que las unidades con triptéfano no poseian el grupo formilo (Figura 8).

2.3.2.3. Degradacion de Edman de unidades de peptidil resina

La degradacion de Edman se us6 para obtener la secuencia de aminoacidos de algunas de
las unidades de peptidil resina. En esta técnica se derivatiza y separa el residuo N-terminal,
lo que permite identificar la naturaleza de los residuos y obtener el siguiente residuo con el
grupo amino libre, para continuar con el siguiente ciclo de reaccion. Cada residuo es
consecutivamente aislado y derivatizado, por reaccion con fenilisotiocianato en medio acido,
como la respectiva 3-fenil-2-tiohidantoina (PTH), posteriormente separado por HPLC e

identificado por comparacién con los patrones estandar.

Figura 9. Secuenciaciéon por degradacion de Edman de una unidad de peptidil resina con los

grupos protectores de las cadenas laterales
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La degradacion se realizé directamente sobre la peptidil resina de dos formas diferentes. Por
un lado, se obtuvo la secuencia de unidades de resina el grupo amino libre y las cadenas
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laterales protegidas, y por otro lado se secuenciaron unidades de peptidil resina libres de

grupos protectores en las cadenas laterales.

En el primer caso, una alicuota peptidil resina, con el grupo amino terminal libre, se separ6
antes de la reaccion de acetilacion y tras el posterior tratamiento con HF, se determind la
secuencia de los residuos sin cadenas laterales protegidas. La secuencia pudo identificarse
parcialmente, observandose la presencia de los residuos no protegidos esperados. Sin
embargo, la eficiencia global de la degradacién de Edman disminuye en cada ciclo (Figura
9), lo que limit6é la identificacién exacta de los aminoacidos de los ultimos ciclos de

degradacion.

Figura 10. Hidrdlisis del enlace Asp-Pro de péptidos de la quimioteca con acido féormico al 70%

después de 24 horas de reaccion
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En el segundo caso, unidades de peptidil resina se analizaron tal como iban a ser usadas
para su evaluacion. El grupo acetilo N-terminal de estas unidades no permitia realizar la
secuenciacion directa por degradacion de Edman. Sin embargo, el enlace Asp-Pro es
susceptible a la hidrolisis selectiva en acido férmico*®*° (Figura 10). Ya que esta secuencia
era conocida, se encontraba en extremo N-terminal del péptido y comun en todos los
péptidos, se aprovecho este hecho para obtener la secuencia de unidades de peptidil resina
a partir del residuo de Pro2. Para hidrolizar este enlace las unidades de resina se trataron
con una disolucién acuosa de acido formico al 70% durante 3 dias a temperatura ambiente,
bajo estas condiciones se consiguié hidrolizar la mayor cantidad de péptido. Después de
este tiempo la resina se lavé abundantemente con agua y se prepararon individualmente
para secuenciar el péptido por degradacion de Edman. Mediante esta técnica se
identificaron 4 secuencias, que concuerdan con secuencias esperadas de la quimioteca.
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Adicionalmente, en algunas de las unidades de peptidil resina se identificaron residuos de
triptéfano, a pesar de ser estos susceptibles a la formilacién en presencia de acido formico®
(Tabla 3).

Esta técnica permitid determinar la secuencia de forma inequivoca de unidades de peptidil
resina aisladas hasta 15 ciclos. Sin embargo, el rendimiento global después del residuo 15
se reduce hasta un nivel que dificulta la determinacién del ultimo residuo de las posiciones
variables de la quimioteca. De forma que esta técnica sélo podria ser usada como
alternativa en los casos en los que la secuenciacion por espectrometria de masas en
tdndem no sea posible.

Tabla 3. Secuencias determinadas por degradacion de Edman a partir de una unidad de
peptidil resina (UR). GP, unidad de resina con grupos protectores en los residuos
trifuncionales, sdélo se identificaron los residuos que en la sintesis no necesitan grupo
protector. La hidrélisis del enlace entre Asp-Pro se realizé con acido formico al 70%. (*)

residuo no determinado

112(3|4(5|6|7[8[9|10|11]12]13[14[15|16[17[18[19|20|21 |22
Residuo esperado |[d|p|s|g|x|nja|x|x|e|a|x|k|k|[x|x]a|d|qgla]|p]|Kk
UR1 (GP) *|p q/f|nj|a l|x|a|*|*|*|v|*|a|*|qla|p]|*
UR2 (GP) *Ipl*|lg|f|n|la|*|f|*|a|la|*|*|w|[*|la|*|q|la|p]|"*
UR1 (H) *Ip|ls|q|/l|njajw|k|e|a|e|k|k|n|k|a|d|g|la|p]|*
UR2 (H) *Ipls|glk|n|aj|e|k|e|a|w|k|k|w|k|a|d|q|a|p]|"*
UR3 (H) *Ipls|g|s/njaje|t|e|lalalk|k|n|k|]a|d|g|la|p]|"*
UR4 (H) *Ipls|glk/njaje|l|]e|la|w|k|k|w|t|]a|d|g|la]|p]|"*

2.3.2.4. Caracterizacion en conjunto de la quimioteca D4096

La caracterizacion general de quimioteca se realizé por diferentes técnicas. Los valores de
las propiedades a analizar se estimaron o calcularon para la quimioteca, incluyendo todos
péptidos esperados, para ser comparados con los resultados analiticos experimentales.
Alicuotas de la quimioteca se analizaron por espectrometria de masas MALDI-TOF, RP-

HPLC/MS y andlisis de aminoacidos.

El espectro de masas MALDI-TOF obtenido se encuentra en el rango de masas esperado y
tiene forma gausiana con un maximo alrededor de 2500 m/z. El perfil de la quimioteca antes

8o Y después del tratamiento con TFMSA eran muy similares y no permitieron detectar la
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diferencia de masas debidas a la presencia del grupo formilo (Figura 11).

Figura 11. Espectro de masas de la quimioteca D4096. A. Espectro teérico estimado usando
todas las masas moleculares de los péptidos esperados. Espectros de masas de la quimioteca

D4096 antes (B) y después de eliminar el grupo formilo del triptéfano (C)
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El perfil obtenido por RP-HPLC es complejo y las diferentes especies abarcan casi todo en
cromatograma en un gradiente de 0-70% de acetonitrilo en 30 min. El espectro de masas
ESI obtenido mostrd, como especies cargadas mayoritarias, los iones (M+3H)**, (M+4H)* y
con muy baja intensidad se observaron los iones (M+2H)?* (Figura 12).

La composicién determinada por analisis de aminoacidos, de tres alicuotas de peptidil
resina, mostraron un perfil que estuvo de acuerdo con las cantidades esperadas a excepciéon
de la determinacién de serina y treonina (Tabla 4). La desviacidn respecto a lo esperado, de
la cuantificacién de estos residuos, se debe a que estos aminoacidos se descomponen en

las condiciones de hidroélisis.



82

Capitulo 2

Figura 12. HPLC-MS de una alicuota de peptidil resina de la quimioteca. A. RP-HPLC obtenido

con un gradiente de 0-70% de ACN con un 0.07 % de acido formico y agua con un 0.10% de

acido formico en 30 min. B. Espectro de masas ESI. C. Espectro de masas ESI calculado de la

quimioteca para diferentes estados de carga [(M+2H)*, (M+3H)*'y (M+4H)*']
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Tabla 4. Analisis de aminoacidos (AAA) promedio de la quimioteca D4096 después de la

hidrélisis por 48 h a 110C de 2.0 mg de peptidil resina (Promedio de 3 experimentos)

Residuos | AAA Teérico | AAA Promedio % Desviacién
D 3,25 3,38 3,99
T 0,75 0,53 -29,38
S 1,50 1,16 -22,66
E 3,75 3,45 -8,13
P 2,00 2,16 8,09
A 4,25 4,39 3,36
Vv 0,25 0,24 -4,15
L 1,00 1,02 1,82
F 0,75 0,74 -1,51
K 3,75 4,24 12,95
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2.4. Evaluacién de la quimioteca

El objetivo de la evaluacién de la quimioteca era identificar unidades de peptidil-resina
capaces de interaccionar con el fragmento N-terminal del dominio B. Para esto se obtuvo el
fragmento correspondiente a la H, con biotina unida al grupo amino terminal, bH, (ver
6.8.1). La biotina se une con estreptavidina® de forma no covalente, generando un complejo
altamente estable. Por esta razoén, estreptavidina marcada con isocianato de fluoresceina®
(FITC) se uso en la deteccién del péptido bH4, por la florescencia generada.

Para realizar este ensayo, una porcion de peptidil-resina se solvatd en medio acuoso e
incub6 con 1% de BSA en tampon fosfato pH 7.4, para bloquear sitios sobre la superficie de
la resina que produjera reacciones inespecificas. Una vez preparada la peptidil-resina se
puso en contacto con una disolucion 2 uM de bH., y 8 uM de estreptavidina y se dej6 en
agitacion continua por 2 horas protegida de la luz. A continuacion, se elimind la disolucién de
bH..,/ estreptavidina y la peptidil resina se lavd con tampon fosfato con 0.05% de tween 20.
Inmediatamente después, las unidades de resina se observaron bajo un microscopio
estereoscopico de fluorescencia (Figura 13). Paralelamente, el mismo tipo de ensayo se
realizd sobre una muestra de resina sin péptido, usado como referencia negativa y en el
ajuste de los parametros de observacion y adquisicidon de imagenes con el estereoscopio.

Previamente a la evaluacidén de la quimioteca, las condiciones del ensayo tuvieron que ser
establecidas, para obtener una 6ptima deteccién de unidades positivas al ensayo, evitar
interacciones inespecificas; y por otra parte, obtener un buen contraste entre las unidades
de resina positivas y negativas. Los ensayos de optimizacién se realizaron sobre alicuotas
de resina libres de péptido mezcladas con mas o menos un 1 % unidades de resina unidas
positivas que contenian Hs,. Entre los parametros experimentales estaban: la naturaleza de
la disolucién usada para bloquear las interacciones inespecificas con la resina; los tiempos
de incubacion de la resina con bHi/estreptavidina (2 h y 16 h); la relacién de
concentraciones entre Hq_o/estreptavidina ; y el efecto de la reduccién de la temperatura. De
acuerdo a los resultados en los diferentes ensayos se encontraron las siguientes
condiciones para la realizacion del ensayo: a) Una disolucion con %0.1 de BSA en tampdn
fosfato bloqueaba efectivamente las interacciones inespecificas sobre la superficie de la
resina; b) la relacién 4 a 1 entre bH,_, y estreptavidina era suficiente para detectar todas la

b Estreptavidina: Proteina de la bacteria Strepfomyces avidinii que posee una afinidad alta por la biotina. La constante de disociacion es
del orden de ~1015 M.

© Fluoresceina: Fluorocromo cuya excitacion tiene lugar a 494 nm y emision a 521 nm (verde).
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unidades de resina positivas; c) el tiempo de incubacién de la resina con la disoluciéon con
bHi, necesaria para la deteccién de todas las unidades de resina fluorescentes era de 2
horas; d) la reduccién de la temperatura de 25 °C a 4 °C reducia la afinidad de las unidades
de peptidil resina activas por bH,,, por esta razén se decidi6é realizar la evaluacién de la
resina a temperatura ambiente.

Con el protocolo disefiado previamente se evaluaron alrededor de 25000 unidades de
resina, divididas en grupos de 7000 unidades®'; de las cuales se encontraron 30 unidades
de peptidil-resina fluorescentes. Las unidades resina afines a bH4_; se aislaron manualmente
del resto de la quimioteca y se volvidé a realizar el ensayo para verificar nuevamente su
actividad, se encontré6 que la afinidad de las unidades de quimioteca por bH:, era
reproducible. La masa molecular y la secuencia de cada una de las unidades de resina se
identificaron por medio de espectrometria de masas MALDI-TOF estandar y de masas en
tandem.

Figura 13. A. Fotografia de la evaluacion de quimioteca D4096 que muestra un conjunto de
unidades de resina de la quimioteca con dos unidades de resina fluorescentes indicadas por
las flechas, las cuales se detectaron después de ser incubadas durante 2 horas con una
disolucion de bH4,/FITC streptavidina (8 UM y 2 puM, respectivamente). La peptidil resina se
observé con un microscopio estereoscépico de fluorescencia Leica MZ FLIIl. B. Los
parametros de adquisicion de imagen se ajustaron a partir de un blanco de peptidil resina, en

ausencia de péptido, realizado al mismo tiempo (Tiempo de exposicion 0,69 s).
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2.5. Determinacién de la secuencia de los péptidos activos por

espectrometria de masas en tandem MALDI-TOF

La preparacion de la muestra para ser analizada por espectrometria de masas MALDI-TOF
es crucial para obtener un espectro de buena calidad. Por esta razén, se establecieron las
condiciones de escision del péptido de la resina que permitieran obtener una cantidad
suficiente de compuesto para ser identificado con la menor cantidad de interferencias. Se
probaron diferentes condiciones, tales como, el tipo de base usada, el disolvente y la forma
de adicién de la muestra directamente sobre la placa de MALDI.

El analisis de varias unidades de peptidil resina permitié encontrar las condiciones 6ptimas
para liberar el péptido de la resina. Cada unidad de resina activa se coloc6 sobre uno de los
pozos de un plato de MALDI, previamente lavada con abundante agua para eliminar sales.
El plato se introdujo en un recipiente sellado saturado de vapores de morfolina, después de
una hora de reaccion se abri6é el recipiente y se dejé evaporar la pequefia cantidad de
morfolina adsorbida sobre la resina. Esta base fue mas efectiva que la disolucion de
carbonato de amonio para escindir el péptido de la resina y obtener el espectro de masas,
s6lo cuando se aplicaba de esta forma. La adicion directa de morfolina sobre la unidad de
resina conducia a la obtencidon de espectros de masas de muy baja intensidad. Para
adicionar la matriz, se adicioné6 1 pyL de 5 mg/mL de CHCA en una mezcla 1:1 de
H,O/Isopropanol sobre cada unidad de resina y se dej6é evaporar a temperatura ambiente.

Del grupo de unidades de resina activas aisladas se identificaron 21 secuencias (Tabla 5).
La distribucion de las frecuencias de los residuos encontrados en las posiciones variables
mostré que todos los péptidos tenian en comun el motivo D-Trp D-Lys en su secuencia. Este
motivo se encontré6 en una o dos de las tres regiones en las cuales era posible que se
encontrase. El 62% de los péptidos activos tenian estos residuos en la mitad de la

secuencia.

En cada una de las posiciones variables, de las cuatro posibilidades diferentes, se observo
que uno o maximo dos residuos se encontraban con mayor frecuencia en el conjunto de
péptidos activos. En el caso de x; el residuo preferido era lisina; en x, se encontraron
principalmente residuos de leucina y triptéfano; en xs;, la lisina era el residuo de mayor
frecuencia; en x, se identificaron triptéfano y serina; en xs se encontrd principalmente

triptofano y asparagina; y en la posicion xs se encontr6 exclusivamente lisina (Figura 14).
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Tabla 5. Secuencias identificadas por espectrometria de masas en tandem de los péptidos

todo-D activos de la quimioteca D4096.

Péptido Secuencia Frecuencia| % Frecuencia Masa
molecular
1D Ac-dpsglnawkeawkknkadgapk 4 13 2595
2D Ac-dpsgknawkeaakkwkadgapk 3 10 2567
3D Ac-dpsgknawkeaskknkadgapk 2 7 2511
4D Ac-dpsgknalkeawkknkadgapk 2 7 2537
5D Ac-dpsgknalteawkkwkadgapk 2 7 2582
6D Ac-dpsgknawkeawkknkadgapk 2 7 2610
7D Ac-dpsgknal feawkknkadgapk 1 3 2556
8D Ac-dpsgknawteawkkvkadgapk 1 3 2568
9D Ac-dpsgknalkeaskknkadgapk 1 3 2438
10D Ac-dpsgknawteaskkwkadgapk 1 3 2556
11D Ac-dpsgknawkeawkkekadgapk 1 3 2625
12D Ac-dpsgfnalkeaskkwkadgapk 1 3 2529
13D Ac-dpsgknalleawkknkadgapk 1 3 2522
14D Ac-dpsgsnalkeawkkwkadgapk 1 3 2568
15D Ac-dpsgknalkeawkkvkadgapk 1 3 2522
16D Ac-dpsgfnawkeaskkwkadgapk 1 3 2602
17D Ac-dpsglnaefeaskkwkadgapk 1 3 2530
18D Ac-dpsgfnatkeaskkwkadgapk 1 3 2517
19D Ac-dpsgknal feawkkvkadgapk 1 3 2541
20D Ac-dpsgfnawkeawkknkadgapk 1 3 2630
21D Ac-dpsgsnawkeaskkwkadgapk 1 3 2543
30 100

La combinacion D-Tryp D-Lys preponderd en todas las secuencias de manera notable. La

preferencia por esta combinacién de residuos en la evaluacion de la quimioteca, indica la

interaccion de los péptido todo-D activos podria estar dirigida por una interaccion del tipo

cation-n

52

con los residuos aromaticos de Hi,. En este tipo de interaccién, una cadena
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lateral catiénica (Lys, Arg, His) esta cerca de una cadena aromatica (Phe, Tyr, Trp, His)>**.
Este tipo de interaccién de encuentra involucrada en el control de flujo de iones a través de
canales, receptores acoplados a proteina G, catalisis enzimatica y reconocimiento proteina-
ligando®*®’. Por otro lado se ha encontrado que este tipo de interaccién no se da en las
superficies altamente expuestas de péptidos modelo pero si en las interfases de las
superficies parcialmente expuestas de proteinas bien plegadas ya sean naturales o de

disefio®°,

Figura 14. Graficos de frecuencia de los residuos de cada una de las posiciones variables de

los péptidos todo-D activos de la quimioteca D4096
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2.6. Sintesis de los péptidos

El péptido de 39 residuos correspondiente al fragmento Hq., se sintetizé por medio de un
sintetizador automatico por medio de la estrategia Fmoc/tBu. Inicialmente se redujo la
funcionalizacion hasta 0.3 mmol/g de resina para disminuir la dificultad de la sintesis debido
a interacciones entre las cadenas en crecimiento®®?. Después de la incorporacién del ltimo
residuo, la peptidil resina se dividié en partes iguales con el fin de obtener tres analogos con
diferentes grupos en el residuo N-terminal. De acuerdo con el tipo de experimento, a realizar
posteriormente, se sintetizaron tres modificaciones de H,.,: el péptido acetilado, el péptido

con biotina y el péptido con la secuencia Cys-Ahx. El péptido acetilado se emple6 en los
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estudios de dicroismo circular. El péptido biotinado se usdé acomplejado con FTIC-
estreptavidina en la evaluacion y deteccidon de péptidos activos en la quimioteca. Por ultimo,
el analogo con cisteina N-terminal se utilizd inmovilizado sobre la superficie de un sensor en
los estudios de RPS.

Los péptidos Hs, y Hsa se sintetizaron como control negativo y positivo de la interaccion,

respectivamente (Tabla 6). Estos se sintetizaron sobre resina Rink (0.7 mmol/g, escala de
trabajo de 0.1 mmol) por quimica Fmoc/tBu usando el procedimiento habitual.

Tabla 6. Secuencias de los péptidos seleccionados y sintetizados a escala preparativa.

Péptido Secuencia
Hsn Ac-DPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK-NH
Hsa Ac-AQKQASPDALEKNLPKADNASL-NH
1D Ac-dpsglnawkeawkknkadgapk-NH
2D Ac-dpsgknawkeaakkwkadgapk-NH
3D Ac-dpsgknawkeaskknkadgapk-NH
4D Ac-dpsgknalkeawkknkadgapk-NH
5D Ac-dpsgknal teawkkwkadgapk-NH
6D Ac-dpsgknawkeawkknkadgapk-NH
Hi Ac-APKADNKFNKEQONAFYEILHLPNLNEEQRNGFIQSLKD-NH

Seis de los péptidos todo-D activos se escogieron para ser sintetizados a escala preparativa
(Tabla 6). Dos factores se tuvieron en cuenta para seleccionar las secuencias; en primer
lugar, la misma secuencia debia haberse encontrado en mas de una unidad de resina; y en
segundo lugar que, el grupo total de péptidos debia incluir las diferentes posibilidades de
localizacion de la secuencia D-Trp D-Lys.

La sintesis se realizd por medio de quimica Fmoc/tBu a partir de 0.1 mmol de resina
funcionalizada con el espaciador Rink (funcionalizacion 0.2 mmoles/g de resina). Los
acoplamientos de los aminoacidos se realizaron en el sintetizador automatico usando 0.5
mmoles (5 eq. de exceso) preactivados con el sistema TBTU/HOBt/DIEA en DMF (ver 6.2).
Para eliminar el grupo Fmoc después de cada acoplamiento se us6 22% de piperidina en
DMF y 0.07% de tritén X-100. Al terminar el ultimo acoplamiento, el grupo amino terminal se
acetilé con anhidrido acético. El péptido se escindio de la resina por tratamiento con 94% de
TFA, con 4% de agua y 2% de TIS como capturadores de carbocationes. El péptido se
separ6 de la resina por filtracién y se precipitdé adicionando TBME frio. Finalmente, el
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precipitado se disolvié en agua para ser posteriormente liofilizado.

En general se obtuvieron rendimientos de sintesis alrededor del 45 % de péptido crudo que
al purificar se redujeron hasta un 9 % (Tabla 7). Sin embargo, en todas las sintesis se
obtuvieron productos que mostraban cromatogramas donde el pico principal (>80% de area)
poseia la masa molecular esperada. La disminucion en el rendimiento posiblemente se
debié a interacciones inespecificas de los grupos basicos de estos péptidos con grupos
silanoles libres del soporte sélido de la columna de cromatografia al ser purificados®®.

Tabla 7. Rendimiento de los péptidos sintetizados con la masa esperada y masa encontrada.
Tiempo de retencion (t;) de cada péptido usando un gradiente lineal de 0-100 % de ACN en 15
min con 0.036% de TFA

Péptido %Rendimiento t; (min) Masa Masa
final esperada encontrada

(M+H)" (M+H)"

1D 7.7 6.1 2594.3 2594.5
2D 9.2 5.7 2566.4 2566.5
3D 9.2 4.9 2510.3 2510.5
4D 9.5 5.3 2536.4 2536.8
5D 11.6 6.6 2582.9 2581.6
6D 9.5 5.6 2609.4 2609.6
Han 23 6.2 2350.2 2349.2
Hsa 29 5.8 2350.2 2350.4
Hio 16 7.0 4642.1 4641.4

2.7. Analisis conformacional por dicroismo circular

La estructura secundaria de los péptidos se determind por espectropolarimetria de dicroismo
circular, en tampén acuoso y en presencia de 2,2,2-trifluoroetanol (Figura 15). Las
disoluciones de los péptidos en tampén de fosfato salino a pH 7.4 no mostraron una
tendencia clara hacia una estructura Unica. No obstante, la adicion de 30 % de TFE
generaba la aparicion de una banda negativa en 190 nm y dos bandas positivas de 208 y
222 nm, justo el espectro invertido caracteristico de una hélice a dextrogira. Todos los seis
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péptidos derivados del analisis de la quimioteca presentaron la misma tendencia
conformacional.

Figura 15. Espectros de dicroismo circular de los péptidos todo-D activos de la quimioteca (A-
F) y de los péptidos todo-L, Hj, y H3, (G-H). Se emplearon disoluciones 40 uM de péptido en
tampoén 10 mM de fosfatos, 50 mM de KF, pH 7.4, sin (en gris) y con 30 % de TFE (en negro) a
25°C. 1D (A), 2D (B), 3D (C), 4D (D), 5D (E), 6D (F), H3, (G), H3, (H).
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Mezclas equimolares de los péptidos todo-D con Hi, también se analizaron para observar
su efecto en el espectro de dicroismo. El espectro resultante seria la suma de las
interacciones con la luz polarizada del péptido todo-D y del todo-L. El hecho que un péptidos
todo-D interaccione con la luz circularmente polarizada de forma inversa a la de un péptido
todo-L, producen en el espectro la cancelacion total o parcial de la sefial, esto se observé
efectivamente en los espectros obtenidos de las mezclas.

Para observar si la interaccion entre los dos péptidos mezclados afectaba el espectro global
se calculd el espectro esperado, para la situacién en la cual no hay interaccion entre los
péptidos. Este se calculé6 como la suma aritmética de los espectros de las disoluciones
individuales de los dos péptidos. En ninguno de los casos los espectros obtenidos
experimentalmente se superpusieron exactamente sobre los espectros calculados (Figura
16).

A excepcion de las mezcla con el péptido 2D, los espectros obtenidos conservaron el perfil
del espectro esperado con un ligero desplazamiento hacia longitudes de onda mayores y
una mayor intensidad hacia el lado positivo del espectro. El espectro obtenido de la mezcla
con el péptido 2D tenia un perfil lineal sin absorcién preferente en el rango de longitudes de
onda entre 190 y 260 nm, diferente al espectro calculado, el cual mostraba un maximo
positivo cerca de los 200 nm. Por otro lado, en el espectro de la mezcla con el péptido 1D se
observé un aumento de ruido a longitudes de onda inferiores a 200 nm que oscilaba entre
los lados positivos y negativos del espectro Estas diferencias entre en los espectros
obtenidos y los calculados podrian estar relacionadas con la interacciéon entre los péptidos
todo-D y Hi,, lo que indicaba, aunque a partir de estos datos no se puede extraer
informacién conformacional, que los dos péptidos combinados experimentaron algun tipo
cambio estructural al interaccionar.

2.8. Estudios de uniéon entre H,, y los péptidos todo-D por

resonancia de plasmon superficial

La unién entre los péptidos todo-D y el fragmento H,., se observo por medio de resonancia
de plasmon superficial (RPS). El péptido H,, se modificd en la region amino terminar por
adicién de la secuencia cisteina-aminohexanoico, CxH;.,. El residuo de cisteina se introdujo
con el fin de inmovilizar quimioselectivamente el ligando a un sensor CM5 a través de un

64,65

enlace disulfuro y el residuo de Ahx se adicioné como espaciador entre la superficie del

sensor y el ligando® (Figura 17).
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Figura 16. Espectros de dicroismo circular de las mezclas equimolares entre los péptidos y el
fragmento H,.,. Los espectros se obtuvieron a partir de disoluciones 40 uM de cada uno de los
péptidos en tampén 10 mM de fosfatos, 50 mM de KF, pH 7.4 a 25°C. 1D (A), 2D (B), 3D (C), 4D
(D), 5D (E), 6D (F), Hi;, (G). Espectro individual de cada péptido (rojo), espectro de Hi,
(amarillo), espectro calculado correspondiente a la suma aritmética de los espectros

individuales (verde), espectro obtenido experimentalmente (azul).
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El ligando se inmovilizé sobre la superficie del sensor a través de un enlace disulfuro. A
partir de los grupos carboxilicos de la superficie se obtuvieron los ésteres de N-
hidroxisuccinimida por tratamiento con NHS/EDC. La superficie del sensor activada se hizo
reaccionar con el grupo amino de la 2-(2-piridilditio)etano amina (PDEA), para introducir
grupos disulfuro activos. Posteriormente al poner en contacto el péptido con la cisteina N-
terminal y la superficie, el enlace disulfuro de la PDEA se intercambi6 para formar un nuevo
enlace que une covalentemente el péptido al sensor (Figura 18).

Figura 17. Descripcion esquematica del experimento de unién de los péptidos a CxH,

inmovilizado sobre un sensor.
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En primer lugar, la unién entre CxH4, y Hj, se analiz6 para ser usada como control positivo
de la interaccion. Sobre un sensor se prepararon las celdas con CxH.; unido con diferentes
grados de inmobilizacién (500 y 906 RU) y la celda de referencia sin péptido unido. Los
péptidos se inyectaron en tampén HBS-EP pH 7.4 a 25 °C. En todos los casos se observd
que la respuesta de la superficie inmovilizada era mayor que la obtenida con la superficie de
referencia. Sin embargo, el perfil de los sensogramas era rectangular, esto indicaba que las

velocidades de asociacion y disociacion eran muy rapidas para ser medidas.

Para identificar la unién entre el péptido Hs,y la superficie con CxH;., se hicieron medidas a
diferentes concentraciones (0, 0.2, 0.4, 0.8, 1.0, 1.5, 2.0 yM) en las dos superficies
simultdneamente. La respuesta relativa de cada concentracién se calculd a partir de la
diferencia entre las respuestas obtenidas de las dos superficies. El aumento de la respuesta
relativa al aumentar la concentracién de péptido inyectado indicaba la unién entre el péptido
y CxHi,. Este comportamiento es particularmente util para detectar union, cuando la
afinidad entre el ligando de la superficie y el analito es tan baja que se obtienen
sensogramas de forma rectangular, como en este caso®. En coherencia con esto, en los
sensogramas obtenidos al inyectar el péptido Hs,, el cual tenia la secuencia de Hs, al azar,
no se observod respuesta al aumentar la concentracion de péptido, ya que no hay union entre
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estos péptidos (Figura 19). El complejo no covalente formado entre Hz, y Hq, tiene unas
cinéticas de asociacion y disociacion tan altas que dificulté la determinacién de la constante

de afinidad, a pesar de abarcar un rango amplio de concentraciones (uM- mM) la saturaciéon
no pudo ser alcanzada.

Figura 18. Inmobilizacion de ligandos a un sensor mediante una reaccion de intercambio tiol-

disulfuro. Sensograma de los ciclos de reaccion (A) y secuencia de reacciones (B)
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Figura 19. Sensogramas obtenidos al inyectar diferentes concentraciones (0, 0.2, 0.4, 0.8, 1.0,

1.5, 2.0 pM) de Hj;, (A) y Hs, (B) sobre una superficie funcionalizada con 154 RU de CxH,;
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Un comportamiento similar se observé para la unién entre los péptidos todo-D y la superficie
con CxH;. La unién de los diferentes péptidos se observé a diferentes concentraciones en
un rango de 5 uM a 200 uM, en las superficies con altas inmovilizaciones de CxHq., (500 y
906 RU). Los péptidos todo-D se unieron a la superficie mostrando sensogramas
rectangulares similares a del sistema Hs./Hi> y se observé que la respuesta obtenida
variaba con el grado de funcionalizacién de la superficie. Los graficos de la variacion de la
respuesta relativa entre dos superficies con diferente grado de inmovilizacién mostraron que
los péptidos se unian a CxHq., de forma similar a la unién con el péptido natural (Figura 20).
A pesar de tener masas moleculares y tamafios similares se observé un incremento en la
respuesta relativa obtenida para la unién entre 2D y CxHq.,. Este incremento en la masa de
péptido unido a la superficie podria estar asociado a una mayor afinidad con CxH;, o a la
presencia de mas de un sitio de unién.

Figura 20. Curvas de uniéon de los péptidos a CxH,.,. La respuesta relativa se calculé como la
diferencia entre las respuestas obtenidas de dos superficies con diferentes grados de

inmovilizaciéon de H;., (906 y 500 RU), para eliminar el efecto de interacciones no especificas.
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El grado de inmovilizacién de CxH,.» se redujo hasta 154 RU para intentar obtener un curva
de saturacion para la unién entre el sistema natural H3,/ CxH; y la unién entre CxH;., con
2D y 6D, con los cuales se habia obtenido mayor respuesta en el anterior ensayo de union.
En el sistema natural se observd que habia una desviacion de la linealidad a
concentraciones mayores a 2 mM, pero esta no era suficiente para obtener una curva de
saturacion que permitiera el calculo de la constante de disociacidon. Algo similar se observé
para la interaccién entre 2D y CxHq.,, igualmente, la saturacién no se alcanz6 incluso a 3
mM (Figura 21).

Figura 21. Curvas de unién de Hj, (A), Hs, (B), 2D (C) y 6D (D) obtenidas al inyectar los péptidos

en un sensor con CxH;., inmobilizado (154 RU)
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Estos resultados confirmaron que la afinidad entre Hi, y los péptidos todo-D estudiados,
incluso en el sistema nativo, es baja con una constante de disociacién en el rango mM o
mayor. A pesar de la baja afinidad entre los péptidos, esta interaccion es suficiente para
causar los cambios conformacionales observados en los experimentos de dicroismo circular
en el sistema Hq./ H3,%%. En el caso de la interaccién con los péptidos todo-D el incremento
en la respuesta obtenida en el sistema péptido todo-D/H., también se encuentra relacionado
con un cambio en el espectro de dicroismo circular que indica un cambio global en la
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estructura del complejo, en especial para el sistema 2D/H ..

2.9. Conclusiones

Una quimioteca de 4096 péptidos todo-D se ha disefiado y sintetizado usando la estrategia
OBOC para obtener un péptido por cada unidad de resina. La secuencia de la hélice C-
terminal el dominio B de Staphyloccus aureus se tomé como estructura base en el disefio de
la quimioteca, modificandola de forma que al cambiar la quiralidad de todos los residuos se
conservaran, en la medida de lo posible, la distribucidén topol6gica de las cadenas laterales.

La sintesis de la quimioteca de péptidos de 22 residuos con 6 posiciones variables se
realizd en fase solida usando la metodologia de divisién y mezcla de la resina. Para verificar
la integridad de la quimioteca se ha desarrollado una metodologia que permite la
secuenciacion de Edman de péptidos acetilados, por hidrélisis selectiva del resido N-
terminal. La hidrélisis del enlace entre los residuos terminales Asp-Pro permitio la
identificacion de la secuencia por degradacion de Edman, como método alternativo a la
secuenciacién por espectrometria de masas en tandem.

La evaluacion de la quimioteca dio lugar a la deteccion de 30 unidades de resina con 21
péptidos todo-D que forman complejos heteroquirales con el fragmento Hq.,. Las secuencias
de estos péptidos poseen en comun el motivo D-Trp D-Lys, lo que parece indicar que la
formacion del complejo podria estar modulada por una interaccion catién-n con los residuos
aromaticos de Hi..

Seis de estos péptidos sintetizados a escala preparativa mostraron una tendencia
conformacional a estructurarse como hélice a cuando se encontraban disueltos en tampén
acuoso en presencia de 2,2,2-trifluoroetanol. En general, las mezclas equimolares con H;.,
presentaron una ligera alteracion del espectro de dicroismo circular, comparado con el
obtenido de la suma aritmética de los espectros de los péptidos individuales. Por otro lado,
la unién de los péptidos todo-D a H;.; es similar a la observada para el sistema natural de
acuerdo a lo observado por resonancia de plasmon superficial. De los péptidos estudiados,
el péptido 2D present6 propiedades de union con H, y cambios en el espectro de dicroismo
circular de la mezcla con H;_, que son prometedores y que requeriran en el futuro una mayor

caracterizacion estructural.
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