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RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa constituye un factor de riesgo para los seres humanos, al
considerarse una de las bacterias responsables de gran parte de las infecciones que los
enfermos adquieren en los hospitales, provocando en algunos casos efectos muy
perjudiciales en la salud del paciente.

En este trabajo se ha desarrollado un sensor para detectar y monitorizar el enzima
Elastasa B, un enzima que la bacteria Pseudomonas aeruginosa segrega al medio celular,
Y que por tanto permitiria detectar la bacteria.

El sensor esta formado por un complejo macrociclico de Tb(lll) luminiscente unido a un
péptido que contiene la secuencia consenso que corta el enzima. La sintesis del péptido
se ha llevado a cabo mediante sintesis manual en fase sdélida, mientras que el macrociclo
es un derivado del DO3A.

El funcionamiento de la sonda se basa en que la antena necesaria para transferir la energia
al Tb(Ill), y que se produzca la emisidn de luminiscencia por parte del metal, se encuentra
separada del complejo metalico por la secuencia de reconocimiento del enzima, de tal
modo que la ruptura de la secuencia peptidica por parte del enzima conlleva a una
disminucién de la luminiscencia.

Palabras clave: Elastasa b, péptidos, complejos de lantanidos, luminiscencia, actividad
enzimatica.



ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa constitutes a risk for humans, as it is considered one of the
bacteria responsible for a large part of the hospital infections, in some cases causing very
harmful effects on the patient’s health.

In this work, a sensor has been developed to detect and monitor the enzyme Elastase B,
an enzyme secreted by Pseudomonas aeruginosa into the cellular environment, that
would therefore allow the detection of the bacterium.

The sensor consists of a luminescent Tb(lll) macrocyclic complex linked to a peptide
containing the consensus sequence that cleaves the enzyme. The synthesis of the peptide
has been carried out by manual solid-phase synthesis, while the macrocycle is a derivative
of DO3A.

The sensing mechanism of the probe relies on the fact that the antenna necessary to
transfer the energy to the Tb (lll) ion, and for the luminescence emission of the metal, is
separated from the metal complex by the enzyme binding sequence, so that the cleavage
of the peptide sequence by the enzyme leads to a decrease in luminescence.

Keywords: Elastase b, peptides, lanthanide complexes, luminiscence, enzyme activity.



Resumo

Pseudomonas aeruginosa constitue un risco para os seres humanos, 6 considerarse unha
das bacterias responsables de gran parte das infeccidns que os enfermos adquiren nos
hospitais, provocando nalguns casos efectos moi perxudiciais para a saude do paciente.

Neste traballo desarrollouse un sensor para detectar e monitorizar o enzima Elastasa B,
un enzima que a bacteria Pseudomonas aeruginosa segrega ao medio celular, e que polo
tanto permitiria detectar a bacteria.

O sensor esta formado por un complexo macrociclico de Th(lll) luminiscente unido a un
péptido que contén a secuencia consenso que corta o enzima. A sintesis do péptido
levéuse a cabo mediante sintesis manual en fase sélida, mentres que o macrociclo é un
derivado do DO3A.

O funcionamento da sonda bdsase en que a antena necesaria para transferir a enerxia ao
Tb(lll) e que se produza a emisién de luminiscencia por parte do metal, encéntrase
separada do complexo metdlico pola secuencia de reconofecento do enzima, de tal modo
que a ruptura da secuencia peptidica por parte do enzima provoca unha disminucidn da
luminiscencia.

Palabras clave: Elastasa b, péptidos, complexos de lantanidos, luminiscencia, actividade
enzimatica.
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INTRODUCCION

Los patdgenos en la vida cotidiana. El caso de Pseudomonas
aeruginosa

Las bacterias constituyen el grupo mas grande de patégenos que se relacionan con los seres
humanos. Algunos ejemplos de enfermedades producidas por bacterias son el tétanos, la
tuberculosis o el célera. Las herramientas actuales para diagndstico médico no suelen
determinar de forma rdpida cual de las numerosas bacterias provoca la enfermedad al paciente.
En la mayoria de los casos, se requieren métodos de cultivo que necesitan dias para poder
identificar las cepas bacterianas causantes de la enfermedad, lo que en ocasiones supone un
retraso en el inicio del tratamiento que puede resultar mortal, de modo que los médicos
intentan cubrir todas las posibilidades recetando antibidticos de amplio espectro.

La falta de diagndstico de la enfermedad y la receta de antibidticos de amplio espectro genera
resistencias de las bacterias a los mismos, lo cual supone un riesgo creciente para la salud
publica. Resulta alarmante la rdpida propagacién a nivel mundial de bacterias multirresistentes
gue son causa de infecciones comunes, pero a su vez son resistentes al tratamiento de farmacos
antimicrobianos. Este fendmeno se ha originado principalmente por mutaciones en los genes
bacterianos, bien por herencia o incluso a través de elementos genéticos moviles, como los
plasmidos.

Diversos estudios han evidenciado una relacién directa entre el consumo de antibidticos y la
aparicidn y diseminacidn de cepas de bacterias resistentes.

Este hecho provoca numerosos problemas, como la necesidad de tomar antibidticos mas
severos y las repercusiones que puedan originar en el cuerpo, tratamientos mas caros o un
aumento en el numero de hospitalizaciones [1].

Por este motivo, existe un gran interés en el desarrollo de nuevos sensores que permitan
realizar una deteccion rapida del patégeno causante de la enfermedad.

De entre las distintas bacterias patdgenas, Pseudomonas aeruginosa es considerada la quinta
causa mas frecuente de infecciones a nivel mundial, la segunda de neumonia nosocomial, la
tercera de infecciones urinarias, la cuarta de infecciones quirurgicas, la séptima responsable de
sepsis. Ademas, destaca por estar relacionada con un 10-15 % de las infecciones nosocomiales
que se adquieren en los hospitales del mundo, debido a las capacidades para persistir en
condiciones ambientales adversas, asi como a los mecanismos de patogenicidad que posee [2].

La patogenicidad de las bacterias tiene lugar por la produccidn y excrecion al medio extracelular
de factores de virulencia. Dentro de estos factores se encuentran diversas enzimas, como
proteasas y elastasas.

P. aeruginosa es capaz de formar biofilms, es decir, de crecer embebida en una matriz de
exopolisacaridos y adherida a una superficie inerte o un tejido vivo, lo que aporta una mayor
resistencia a las sustancias quimicas agresivas, a los antibidticos y a los componentes del sistema
inmunitario cuando estan provocando la infeccion. Ademas, puede desarrollar rapidamente



resistencia a los fdrmacos antimicrobianos mediante la adquisicién de genes de resistencia en
elementos genéticos mdviles [3]. Por tanto, el tratamiento de las enfermedades provocadas por
P. aeruginosa supone una dificultad clinica.

1.1. Elastasa B de P. ageruginosa

La elastasa B (LasB), también conocida como pseudolisina, es una metaloenzima multifuncional
secretada por la bacteria que se encarga de dirigir bastantes eventos fisiopatolégicos durante el
hospedaje de la bacteria en el cuerpo humano. En la fase aguda de las infecciones por P.
aeruginosa, LasB degrada los constituyentes proteicos de la matriz extracelular de las células del
huésped, induciendo lesiones tisulares y hemorragias. Ademas, LasB muestra acciones
relevantes durante las infecciones crénicas a través de su capacidad para manipular las
respuestas del huésped mediante la degradacién de varios componentes de las defensas
inmunitarias. LasB ejerce su actividad cortando la secuencia peptidica -GLA- (-glicina-leucina-
alanina-) entre los residuos de glicina y leucina, aunque se ha demostrado que LasB también
escinde la secuencia -AAAA-.

Teniendo en cuenta el modo de accién de LasB, el grupo de investigacion del Dr. Ferndndez
Trillo, ha desarrollado nanoparticulas de complejos poli-iénicos que se degradan en presencia
de LasB, y no de otras elastasas enddgenas, liberando polimeros antimicrobianos. Esa liberacion
del polimero se produce cuando la enzima corta el péptido con secuencia Ac-C-E-GLA-E-C-OH.

Sin embargo, a pesar de haber sido utilizada como diana para inducir la liberacién controlada de
sustancias antimicrobianas, apenas se ha utilizado como diana para desarrollar sensores
luminiscentes basados en péptidos que permitan monitorizar su actividad y por tanto detectar
la presencia de P.aeruginosa.

Proteinas y péptidos

2.1. Enlace peptidico y estructura de las proteinas

Los péptidos y las proteinas son polimeros naturales formados por a-aminodcidos unidos entre
si mediante enlaces amida, también conocidos como enlaces peptidicos. Estos enlaces se
forman por la condensacién de un grupo carboxilato de un aminodcido con un grupo amino del
siguiente aminoacido, eliminandose una molécula de agua [4].

O R
H 2 O R
N -H,0 H 2
R4 o §1 H o)

Figura 1. Formacion de un enlace peptidico por condensacion de un dcido y una amina

Todos los aminoacidos son a, es decir, el grupo amino se encuentra unido con respecto al grupo
acido en la posicién a, y pertenecen a la serie L, lo que significa que todos tienen la misma
estereoquimica. Sin embargo, los aminoacidos se diferencian entre si por sus cadenas laterales
que son diferentes. Si atendemos a la naturaleza de las cadenas laterales, los aminoacidos se
pueden clasificar en aminoacidos no polares (G, A, V, L, |, M, F, P, W), polares (S, T, N, Q, Y, C),
dcidos (D, E) y basicos (K, R, H).
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Figura 2. Estructura y cédigos de una y tres letras para los aminodcidos mds comunes.

Las proteinas no se encuentran formando una larga cadena lineal polipeptidica, sino que se
pliegan para formar una Unica estructura tridimensional que determina muchas de sus funciones
bioldgicas. Por tanto, no solamente es necesario conocer la estructura primaria de una proteina,
gue consiste en la secuencia de sus aminoacidos a lo largo de la cadena peptidica, sino que hay
que considerar también su estructura secundaria, terciaria e incluso, si la proteina esta formada
por varias subunidades, su estructura cuaternaria [5].

2.2. Sintesis de péptidos en fase sélida

El método de sintesis de péptidos en fase sdlida fue desarrollado por Merrifield en 1963 y se ha
convertido en la metodologia por excelencia para preparar péptidos de una forma rapida. La
técnica se basa en adicidn secuencial de aminodcidos a un soporte polimérico. Para ello, los
aminodcidos se introducen con sus cadenas laterales protegidas, de forma que en cada
acoplamiento se forma un nuevo enlace amida entre el extremo N-terminal de la cadena
peptidica unida a la resina y el nuevo aminoacido.

La caracteristica fundamental de esta técnica es que se lleva a cabo en un soporte polimérico
que influye en la sintesis, principalmente en funcidn de su capacidad para solvatarse y permitir
de esa forma un acceso eficiente de los reactivos a los sustratos inmovilizados en la resina.

Por otra parte, también tiene gran importancia el conector que proporciona una unién
reversible entre el péptido y la resina y, simultdneamente, protege el extremo C-terminal
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durante el proceso de la elongacién de la cadena. El conector determina también la
funcionalidad que resulta al final de dicho extremo.

Para que los acoplamientos se produzcan de forma efectiva, las cadenas laterales de los
aminodacidos se protegen durante toda la sintesis, empleando grupos protectores que no se vean
afectados por las condiciones de los acoplamientos. Los aminoacidos se van afiadiendo con el
grupo amino protegido de forma temporal y una vez acoplado el aminoacido éste se desprotege

para continuar con el siguiente acoplamiento [6].

Rz

N
H O a) desproteccion o) H R,
(0]

; 0 (0]
,N\HJ\ del grupo amino H N\Hj\ H
T X — = 2 _ = T N
@ x—@ N W)Lx—.
R4

Rq R b) acoplamiento

c) repeticién del proceso n veces
d) eliminacién de todos los grupos
, :Grupos protectores protectores y liberacién de la resina
A: Grupo activante
‘ : Soporte polimérico

T: Grupo protector temporal O [Ry H O
HoN N
H X
Rs O "Ry

Figura 3. Representacion del proceso de sintesis de péptidos en fase sdlida

Hay dos metodologias principales que se diferenciadas en los grupos protectores que se
emplean: Boc/Bzl o Fmoc/t-Bu.

El grupo tert-butoxicarbonil (Boc) se desprotege en medio acido por tratamiento con acido
trifluoroacético (TFA). Por el contrario, el grupo 9-fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc) se desprotege
en medio basico empleando piperidina. Generalmente los grupos protectores de las cadenas
laterales, tipo bencil (Bzl) o t-butil (t-Bu), se escogen de forma que se rompan en condiciones
andlogas que las que se emplean para la liberacion del péptido de la resina.

En la metodologia Boc/Bzl la rotura final utiliza acidos fuertes, como el HF o el acido
trifluorometanosulfénico, mientras que en caso de la estrategia de Fmoc/t-Bu es suficiente con
tratamiento con TFA [6].

Este ultimo procedimiento soluciona los posibles problemas que puede traer el uso de acidos
fuertes a las cadenas laterales de los aminoacidos. Las desprotecciones del extremo N-terminal
se realizan con una base suave (piperidina al 20% en dimetilformamida (DMF) como disolvente)
y el TFA solamente se emplea para la desproteccidn final.
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Figura 4. Forma de ruptura para el Boc y para el Fmoc, cada uno con su respectivo reactivo.

La etapa clave de la sintesis de péptidos en fase sélida es la formacién de los enlaces amida entre
los aminoacidos, que requiere la activacion del grupo carboxilo. Existen cuatro formas
principales de llevar a cabo la activacion [6]:

a)

c)

Carbodiimidas: Constituyen uno de los agentes activantes mas extendidos. Su principal
limitacion es que pueden producir deshidratacion de residuos de Asny GIn. Uno de estos
agentes es la N,N’-dicilohexilcarbodiimida (DCC):

OreenO

Figura 5. Molécula de DCC.

Anhidridos de dcido: Se utilizan fundamentalmente en la metodologia Boc/Bzl y se
suelen generar in situ utilizando dos equivalentes del aminodacido protegido y un
equivalente de DCC. Se trata de un método poco eficiente ya que se han de utilizar dos
equivalentes del aminoacido protegido para formar la especie activada, de la cual habra
que anadir exceso.

Esteres activos: Utilizacion de aminoacidos modificados en forma de ésteres altamente
reactivos, por ejemplo el del HOBt:

R HOBt, DCC R
DMF
PHN o4 ———» PHN o
0 0 5\'/@
N
N

Figura 6. Preparacion de un éster activo de HOBt de un aminodcido

Formacidn in situ de ésteres activos: Es el método mas utilizado y consiste en la
activacion del 4cido in situ. Se trata de una metodologia muy facil de usar que permite

llevar a cabo reacciones limpias y rapidas, incluso entre aminoacidos con impedimentos
estéricos.
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PyBOP
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0/4\ F L -F Z~N N+_F R-F N N F—\P/'—F
LN OERE N T FF O .N_DFF
i 8
N N— N
N / @ N

HBTU HATU

PyAOP
Figura 7. Agentes activantes comtunmente utilizados en la sintesis de péptidos en fase sdlida.
A continuacion, se ejemplifica el mecanismo de la reaccion de activacidn para el caso del HBTU:

C)

O NMe2
® NMe, M~

MezHN\( R” WO~ “NMe,
N
N, PFGG )
—_—
o (N 0
AL 0

O R'
R
N AR HN
Crp 2
p

éster activo
Figura 8. Activacion de un dcido, formacion in situ del éster activo y acoplamiento.

La mayor ventaja de la sintesis de péptidos en fase sdlida sobre la quimica cldsica en disolucién
es la posibilidad de utilizar exceso de reactivos, garantizando un alto rendimiento de cada uno
de los pasos de la sintesis.

Otra ventaja es que los productos laterales que se generan en disolucidn se filtran al finalizar el
acoplamiento y desproteccidn, no siendo necesarios procesos de purificacion intermedios.

Sin embargo, la mayor limitacién es que los subproductos de las reacciones que se generan en
laresina seirdn acumulando alo largo de toda la sintesis y la separacién final del producto puede

14



ser un proceso complicado, pues en algunas ocasiones los productos secundarios suelen tener
caracteristicas fisicas y quimicas similares, lo que repercute en técnicas como la purificacién en
HPLC ya que los productos laterales presentan propiedades cromatograficas similares [6].

Sensores luminiscentes

Debido a la importancia de desarrollar nuevas herramientas que permitan realizar un
diagndstico preciso y que permitan comprender los mecanismos por los que se desencadenan
las distintas patologias, en los ultimos afios ha habido un gran interés en el desarrollo de
biosensores. De entre todas las técnicas de diagndstico, las técnicas luminiscentes son muy
interesantes gracias a su simplicidad, a la alta sensibilidad y especificidad y a la posibilidad de
obtener informacién espacial y temporal con gran resolucién [7].

3.1 Luminiscencia

Se denomina luminiscencia al proceso de emisién de un fotén desde un estado excitado de una
molécula a su estado fundamental. La mayoria de las veces, la emisidon se produce entre los
niveles S1—> So y se conoce como fluorescencia. Se define el rendimiento cuantico como el
numero de fotones emitidos por cada 100 fotones incidentes.

En un proceso de emision de luminiscencia, el espectro, el rendimiento cuantico y el tiempo de
vida, se ven afectados por las interacciones que se producen entre la molécula excitada y su
entorno, lo que permite obtener informacion sobre el microentorno de la molécula
luminiscente. El estado excitado puede evolucionar a través de multitud de procesos que se
representan normalmente en un Diagrama de Jablonski.

Absorcion __ Flourescencia Fosforescencia
Relajacion
44— interna
] no Cruce entre
S radiante sistemas
c
(@] T1
S
3
c
10}
\ Y
So |

Figura 9. Diagrama de Jablonski.

3.2 Complejos de lantdnidos luminiscentes

Muchos de los complejos de lantanidos trivalentes son luminiscentes en las regiones del visible
e infrarrojo cercano, pero algunos emiten mas que otros. Normalmente, los complejos de
lantanidos luminiscentes se caracterizan por presentar un tiempo de vida medio (tiempo que
tarda en regresar a la configuracién de minima energia del estado fundamental pasado un lapso
de tiempo un estado excitado) excepcionalmente largo, del orden de milisegundos, y bandas de
absorcién muy estrechas, lo que permite que su emision se pueda medir facilmente sin
interferencias de la sefial de autofluorescencia de los medios biolédgicos y, por tanto, son muy
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interesantes para desarrollar biosensores. De la serie de los lantanidos los que presentan
mejores propiedades de emision son Th(lll) y Eu(lll) [7].

Los lantanidos trivalentes emiten luminiscencia por transiciones que involucran a orbitales 4f,
prohibidas por las reglas de seleccidn, y como resultado presentan un coeficiente de absorciéon
muy bajo (menor de 10 Mt cm?) [7]. Este coeficiente de absorcidn bajo provoca que no se pueda
excitar directamente a los lantanidos. Para solucionar este problema se recurre a un método de
excitacion indirecta, conocido como sensibilizacién o efecto antena, en el que la excitacidn se
produce a través de un ligando orgdnico préximo al lantanido, cuya excitacidn se transfiere a

continuacion al ion metalico.

La sensibilizacién produce la emisién de luminiscencia por parte del ion metalico mediante un
proceso que consta de tres etapas, esquematizadas en la figura siguiente:

1. Laluzse absorbe en el entorno del Ln(lll) por un croméforo organico.
2. Laexcitacidn se transfiere a uno o varios estados excitados del ion metalico.
3. Se produce emisién de luminiscencia por parte del metal.

Cabe destacar que en el proceso de sensibilizacion no es necesaria la unién directa entre el
croméforo y el centro metalico, si no que su proximidad en el espacio a menos de 20 A es
suficiente para tener un proceso de transferencia de energia eficiente entre ambas especies [8].
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Figura 10. Representacion de la transferencia de energia durante la sensibilizacion de los lantdnidos.

3.3 Sensores basados en complejos de lantanidos

Para llevar a cabo un disefio de un sensor basado en complejos de lantanidos luminiscentes,
habitualmente se trata de modular la luminiscencia mediante mecanismos que dependen de la

concentraciéon de un analito [9]:

Interaccion directa entre el analito y el catién lantdnido, es decir, en ausencia de
analito el complejo de Ln(lll) no emite luminiscencia y cuando el analito se une a

él si emite luminiscencia.
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b. El analito interfiere en las propiedades fotofisicas del complejo, es decir, el
complejo de Ln(lll) pasa de emitir luminiscencia en ausencia de analito a no ser
luminiscente cuando el analito esta presente.

c. El analito actia como antena del complejo no luminiscente y una vez que el
analito se encuentra a una distancia adecuada para que el proceso de
sensibilizacion sea efectivo, se producira la emisién de fluorescencia.

d. El analito cambia la estructura del sensor provocando un cambio en la intensidad
de emisidn del complejo metalico.

Existen precedentes de sensores de enzimas basados en complejos peptidicos de lantanidos.

De los distintos ejemplos que se pueden encontrar en la biblografia se describen los siguientes
por su similitud con el sensor que se desarrollard en este trabajo fin de grado. El elemento
comun de ambos sensores es que se basan en secuencias peptidicas que contienen un complejo
macrociclico de un ion lantanido para monitorizar la actividad de quinasas o fosfatasas. En el
afno 2012 E. Pazos et al. describieron un sensor que contiene la secuencia de reconocimiento de
la proteina kinasa C (PKC) y un ligando derivado de DO3A que no satisface el nimero de
coordinacion del lantanido el cual permite la coordinacién de una antena externa resultando en
un complejo luminiscente. La fosforilacidn del residuo de serina por PKC supone la coordinacidn
del fosfato introducido y el desplazamiento de la antena externa disminuyendo la luminiscencia
del sensor. Sin embargo, cuando se trata la version fosforilada de la sonda con fosfatasa alcalina
se elimina el grupo fosfato y se recupera la luminiscencia por parte del sensor [9].

e
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low emission D}__/ O A

Figura 11. Equilibrio de la sonda luminiscente con una antena externa para la monitorizacion de la actividad
enzimdtica de PKC y la fosfatasa alcalina [9].

En el afio 2017 Gonzalez-Vera et al. describieron un sensor que permite monitorizar la actividad
del complejo CDK4/ciclina D en estractos celulares de melanoma. En este caso el sensor contiene
la secuencia especifica del sustrato de la quinasa CDK4 y un dominio de unién de
fosfoaminodacidos (PAABD)[8]. En este caso, al producirse la fosforilacién del sensor en presencia
de CDK4, el complejo peptidico fosforilado es reconocido por PAABD lo que conduce a un cambio
conformacional que aproxima la antena [10], en este caso un triptofano, al complejo de Tb(lll)
aumentando asi la emision de luminiscencia (Figura 12).
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Figura 12. Representacion de la sonda luminiscente que permite monitorizar la actividad de CDK4

[10].
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OBJETIVOS

El objetivo global de este trabajo es la preparacion de un complejo peptidico de terbio como
sensor que permita monitorizar la actividad del enzima LasB de la bacteria P. aeruginosa.

o Excitacion

Em|5|on ?_ o Tr:nsferencia energética 5\‘\- o Excitacién
p (o]
N EGLAE w ; ?— y s
oA ! N—EG + LAE— W

Q& - @ﬂ et
%o

Figura 13. Esquema para la deteccion del enzima.

Para ello se han establecido los siguientes objetivos especificos:

1. Sintesis de una secuencia peptidica que contenga la secuencia de reconocimiento de
LasB (-GLA-), un residuo de triptéfano (W), que actuara como antena del complejo
metalico, y un residuo que permita acoplar el complejo metalico.

2. Preparacién de un derivado macrociclico de DO3A que permita su acoplamiento a la
secuencia peptidica.

3. Acoplamiento del ligando macrociclico al péptido, purificacion y caracterizacién del
conjugado peptidico.

f(? o o «_NH
N—" N <N <N <N 2

SN R M NH
\ gg oo/(Ho 0 H
/]/iN N\—<Z )
0”0

Figura 14. Estructura de la sonda.

4. Estudio de las propiedades fotofisicas del complejo peptidico de Th(lll).

5. Estudios de deteccidn del enzima LasB.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Disefio y sintesis del péptido S1[Tb]

Como previamente se ha comentado, la finalidad de este trabajo es la sintesis de una sonda
luminiscente, la cual serda empleada para la deteccidn de la bacteria P. aeruginosa a través de
su enzima Elastasa B.

Para esta tarea, el péptido EGLAEW (Glutadmico — Glicina — Leucina — Alanina — Glutamico —
Triptéfano) fue escogido para incorporarse a la sonda por incluir la secuencia de corte del
enzima (-GLA-) (La elastasa B hidrolizara el enlace amida entre los residuos)[11]. También es
necesario para el funcionamiento del sensor incorporar una antena, en este caso el triptéfano
terminal (W).

Por ultimo, se requiere la presencia de un grupo quelatante de metales: acido 1,4,7,10 —
tetraazaciclododecano — 1,4,7,10 — tetraacético (DOTA). La eleccidn de este macrociclo se basa
en la posibilidad que ofrece para ser modificado con diversos grupos para desarrollar estructuras
multiples, asi como la elevada constante de formacién para los complejos que forma con
lantanidos. Para el anclaje al péptido, el complejo ofrece la posibilidad de poder reaccionar con
un espaciador, en este caso anhidrido succinico [12].

Lo esperado es que cuando se irradie con luz, la antena (triptdfano) absorba esa energia y ocurra
una transferencia energética hasta el lantanido, el cual debe emitir fosforescencia [13].

En presencia de la enzima el péptido serd segmentado, de modo que la actividad enzimatica serd
determinada en funcidn de la variacion de la emisidn de fosforescencia a lo largo del tiempo.

SeCUen .
de la e Cl.a de Cor, _
o 0 (‘GLA_) Nzimg €
H < NH

022—-
ZT
o
Z
T
N
Triptéfano (antena)

Quelatante de Ln*3
Figura 15. Esquema de las diferentes partes de la sonda.

El trabajo realizado se esquematiza en la Figura 16:
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Figura 16. Esquema de trabajo para la sintesis de la sonda.

1.1.  Sintesis del péptido P1

El péptido fue sintetizado siguiendo los protocolos habituales de sintesis de péptidos en fase
sélida, utilizando HBTU/HOBt como agente de acoplamiento. Una vez sintetizado el derivado
peptidico Fmoc-P1, se desprotegid una pequeiia alicuota de la resina mediante tratamiento con
la mezcla de desproteccién (triisopropilsilano (TIS):H,O:TFA, 2.5:2.5:95) y el crudo de la
desproteccidn se analizé mediante HPLC-UV y HPLC-MS.

Como se observa en la Figura 17, el cromatograma a 280 nm muestra un pico mayoritario con
un tiempo de retencién de 17.5 min que se identific6 mediante espectrometria de masas como
el péptido deseado.

En la Figura 18 se representa el cromatograma para el andlisis HPLC-MS. El pico mayoritario, el
cual sale a un tiempo de retencién de 17, 7 min se corresponde al P;. Se encontrd un valor para
un pico [M+H]+ de 925,7 que se asocia al producto deseado.
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Figura 17. Cromatograma de HPLC-UV a 280 nm en el que &l pico de 17,7 min corresponde al
péptido EGLAEW.
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Figura 18. TIC (Total lon Chromatogram) en el que se aprecia un pico a 17,7 min que se corresponde al
péptido.
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Figura 19. Valores los picos masa/carga para la sefial del péptido EGLAEW.

Tras la confirmacién de que el péptido se habia obtenido de forma satisfactoria se continud el
experimento que se muestra en la Figura 20:

20%4-metilpiperidina
Fmoc en DMF
|

HN—  Peéptido ) ~ HN—| Péptido )

P, Et;N
Fmoc-P, O

| Pepti L-NH H .
Oy N—__Peptido 2 TISH,0O:TFA O0N— Péptido

2,5:2,5:95

Py-L HO"S0
Figura 20. Esquema de trabajo para la sintesis de P;-L.

Se llevé a cabo la reaccion de desproteccidén del grupo Fmoc del extremo N-terminal por
tratamiento con una disolucién 20% 4-metilpiperidina en DMF vy, a continuacidon, el
acoplamiento con el anhidrido succinico en presencia de trietilamina en DMF como disolvente.
Una vez realizado el acoplamiento, se desprotegié una pequefia alicuota de la resina mediante
tratamiento con la mezcla de desproteccion TIS:H,O:TFA (2.5:2.5:95) y el crudo de la
desproteccion se analizé mediante HPLC-MS y HPLC-UV.

En el cromatograma de HPLC-UV a 280 nm se aprecia un pico de mayor intensidad en
comparacion a los restantes, el cual tiene un tiempo de retencién de 13 minutos y que se asocia
al producto P;-L. Mediante HPLC-MS se identificd el producto deseado de la reaccion, el cual
presenta un pico con un tiempo de retencién de 9,6 min.

Se encontré un valor para un pico [M+H]+ de 803,4; que confirmé que la reacciéon habria
ocurrido de forma satisfactoria.
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Figura 21. Cromaotograma HPLC 280 en lo que s gprecia un pice a 13 min correspondiente a el
producta Pr-L.
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Figura 22. TIC (Total lon Chromatogram) en el que se aprecia un pico con un tiempo de retencion de
9,6 min que se corresponde al producto P;-L-
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Figura 22. Picos de cromatograma HPLC-MS correspondiente al pico del producto P;-L.

2. Sintesis del ligando L,

Para llevar a cabo la sintesis del ligando L, se planteo la siguiente ruta sintética siguiendo el
procedimiento descrito en la bibliografia [12]:

o)
Oy © HJ\ 0J< o) K2CO3 N/_<O
T S N

NN KI Oy N
\ j + _/_N;]@ >‘/ O \ N\/\
HN Br MeCN _/ N
0 o N ):Z >
> O
/T\ 0 %O Ly
DO3A MeOH | NaH,H,0
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Figura 24. Esquema de trabajo para la sintesis del ligando L.

2.1.  Sintesis del precursor L1

Como se puede apreciar en la Figura 24, este apartado experimental consta de dos reacciones.
La primera se muestra en la Figura 25:
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Figura 25. Sintesis del ligando L.

Se hizo reaccionar un equivalente de DO3A con un equivalente de N-(2-bromoetil)-ftalamida con
acetonitrilo como disolvente.

Fue necesaria la adicidn de dos equivalentes mas de N-(2-bromoetil)-ftalamida para considerar
que la reaccién de ataque Sn; (sustitucién nucledfila bimolecular) por parte de la amina
secundaria del DO3A al carbono electroéfilo enlazado al Br del N-(2-bromoetil)-ftalamida se diese
por concluida.

La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente empleando condiciones de atmdsfera inerte
de Ar.

El seguimiento de esta reaccion se llevd a cabo empleando la técnica de HPLC-MS, para lo cual
a una alicuota del producto se le afiadidé una disoluciéon H,O:MeCN 1:1 para ser inyectada en el
equipo.

En la Figura 23 se muestra un pico de mayor intensidad, el cual se corresponde con un pico de
relacion m/z = 688,43 que presenta un tiempo de retencién de 21,5 minutos, que se relaciona
con el producto deseado L.
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Figura 26. TIC (Total lon Chromatogram) en el que el pico de 21,5 min se corresponde con el producto deseado
L1.
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Figura 27. Picos de cromatograma HPLC-MS correspondientes al pico del producto L;.
Como se puede apreciar en la Figura 26 aparecen numerosos picos en el cromatograma aparte
del producto deseado. El pico que muestra un tiempo de retencidn de 30,0 minutos y el de
21,9 minutos fueron asignados a los reactivos DO3A y N-(2-bromoetil)-ftalamida
respectivamente.

2.2.  Sintesis del ligando L,

En este apartado tiene lugar la segunda reaccion descrita en la Figura 24:
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Figura 28. Sintesis del ligando L.

Para este procedimiento, el producto L; obtenido fue disuelto en metanol y posteriormente se
hizo reaccionar con 5 equivalentes de hidrazina a reflujo durante 24 horas a una temperatura
de 80 °C. Fue necesario realizar dos adiciones a mayores de 5 equivalentes cada una de
hidracina. El crudo de la reaccién se analizé mediante HPLC-MS, observandose en el
cromatograma un pico mayoritario en la Figura 29 con un tiempo de retencion de 10,6 min que
se corresponde con el ligando L.

En la figura 29 se aprecia un pico [M+H]+ con valor 558,4; el cual se corresponde con el producto
deseado.
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Figura 29. TIC (total ion chromatogram) en el que el pico a 10,6 min se identifico como el producto deseado L.
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Figura 30. Espectro de masas del pico con tiempo de retencion 10,6 min, correspondiente del producto L.

3. Acoplamiento entre el péptido y el ligando

El procedimiento que tiene lugar en este apartado es el siguiente:
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Figura 31. Esquema de procedimiento para la sintesis del producto S;.

Se probaron dos procedimientos de forma simultdnea en vista a experiencias anteriores del
grupo para saber qué proporcidn entre los reactivos otorgaba mejores resultados.

En el primero se utilizé 1 equivalente de péptido, 1 equivalente de HBTU; 1,5 equivalentes de
DIEAy 4 equivalentes del derivado del DOTA.

En el segundo se empled 1 equivalente de péptido, 1 equivalente de HBTU, 4 equivalentes de
DIEA y 2 equivalentes del derivado del DOTA.

Se pesé la cantidad correspondiente de péptido en una columna y se hinchd en el montaje de
sintesis en fase sélida. Se prepard una disolucion con un equivalente de HBTU en 2 mL de DMS.

Se disolvieron los equivalentes correspondientes de DO3A de cada método en 1 mL de DMS.

Se prepard una nueva disolucidn mezclando la de HBTU con la DIEA y se afiadié a la columna
gue contiene el péptido. Tras dos minutos de reaccidn, se afiadié la disolucion de DO3A.

La reaccién duré una hora.
El seguimiento de la reaccidn se hizo a través de una cromatografia HPLC-MS.

Para ello fue necesario aplicarle un céctel de desproteccion a compuesto unido a la resina.
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En el primero de los dos métodos, se observa un pico que tiene un tiempo de retencién de 10,6
minutos (Figura 32) que se corresponde con el producto S; ya que se encontré un pico [M+2H]**
que tiene un valor de 615,86 y que corresponde con el valor esperado.

No se pudieron asignar los demds picos que aparecen en la Figura 32.
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Figura 32. TIC (Total lon Chromatogram) para el producto S;. El pico correspondiente se encuentra en

10,6 min.
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Figura 33. Picos de relacion masa/carga del cromatograma MS correspondiente al producto S;.

El cromatograma correspondiente al método 2 no muestra ningln pico (Figura 34), ni
de reactivos ni de productos. Por esta razdn, se escogié el método 1 para continuar con
el experimento.
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Figura 34. TIC (Total lon Chromatogram) para el método 2.

La purificacion del péptido obtenido por el primero de los dos métodos se llevd a cabo
empleando una cromatografia HPLC-UV en fase reversa. El producto de la purificaccién fue
recolectado en fracciones y fue liofilizado.

4. Estudios de la emision de fosforescencia de la sonda S1[Tb]

Una vez sintetizado y caracterizado el derivado peptidico S; se procedié a estudiar sus
propiedades luminiscentes. Para ello, se prepard una disoluciéon 10 uM del péptido S; en una
disolucién tampdn 10 mM HEPES, pH 8,02 y se registrd el espectro de emisidon del péptido S; en
ausencia y en presencia de 1 equivalente de Tb*3.

Se observd la aparicién de las bandas caracteristicas de los complejos de Tb(lll) (Figura 35). Esto
indica la formacién del complejo metalico y que la distancia entre la antena y el metal es
suficiente para permitir un proceso eficiente de transferencia de energia.
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Figura 35. Espectros de emision superpuestos del péptido con Tb(lll) y sin él.
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A continuacidén se llevd a cabo una valoracién de luminiscencia en la que se afiadieron cantidades
crecientes de Tb(lll) para confirmar la formacidén de un complejo 1:1. Para ello, se prepard una
disolucién 10 uM de péptido S; en 10 mM HEPES, 100 mM CaCl,, pH de 8,02; y sobre esta se
afiadieron cantidades crecientes de ThCls.

En la figura 36 se representa el aumento de la luminiscencia a medida que se aumenta la
cantidad de metal afiadida, mientras que en la Figura 37 se representa la intensidad a 544 nm
frente a los equivalentes de Tb(lll) afiadidos. Para determinar la estequiometria del complejo se
hace una regresién con los datos experimentales. La interseccidn entre las dos rectas que se
muestran en la Figura 33 indica que la emisién de fosforescencia alcanza un maximo para una
relacion péptido:metal 1:0,84. En vista al resultado y atendiendo a estudios previos [14] se
asume la formacion de un complejo 1:1 entre S1 'y Tb(lll).
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Figura 36. Representacion de la luminiscencia de una disolucion 10 uM de S1 en 10 mM HEPES, pH de 8,02 con
cantidades crecientes de Th(Cls.
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Figura 37. Representacion de la intensidad de emision a 544 nm de una disolucion 10 uM de S1 en 10 mM HEPES, pH
de 8,02 con cantidades crecientes de TbCls
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Por esto, de aqui en adelante, todos los experimentos realizados se llevaron a cabo con una
disolucién 10 uM de S1[Th].

Una vez que se corrobord la formacién del complejo peptidico de Tb(lll) se estudié la estabilidad
de este complejo con el tiempo y en presencia de Ca(ll) (cofactor del enzima), ya que es un metal
gue podria competir con el Tb (lll) por la unién al macrociclo [15].

Para ello, se comenzd estudiando el tiempo que tarda el complejo péptido — metal en formarse
y como varia su estabilidad en el tiempo. Para eso se prepard una disolucidon 10 uM de ambos
componentes y de 1 mM de CaCl; en uno de los dos en el buffer previamente mencionado e
inmediatamente después se midid la fosforescencia a 544 nm con intervalos de tiempo de 1
hora.

Como se puede ver en la Figura 38 la maxima emisién del complejo, indicativo de la formacidn
completa del mismo, tiene lugar 2 horas después de la preparacién de la disolucidon y ademads se
mantiene con el tiempo, es decir, es estable.
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Figura 38. Duplicado de las cinéticas para la disolucion de S;[Tb] con y sin Ca(ll).

Una vez que se corroboré que el Ca(ll) no compite con el Tb(lll), se registraron los espectros de
luminiscencia de S1[Tb] en presencia del enzima. Debido a que el enzima LasB ya no es
comercial, estos experimentos se realizaron con Termolisina. Este enzima es producido por
Bacillus thermoproteolyticus, se trata de una proteasa que cataliza la hidrdlisis de los enlaces
peptidicos entre aminodcidos hidrofébicos, aunque con menos especificidad de secuencia que
LasB, por lo tanto puede servir de modelo para comprobar si la estrategia de deteccion funciona.

[15].

Tras haber caracterizado la emision del complejo con el tiempo y estudiada su estabilidad en
presencia del cofactor de la enzima, se afiadié la enzima. El corte de la misma en la secuencia
GLA provocaria la separacion de dos fragmentos: por una parte DO3A-EG y por otro LAEW-NH,,
lo cual provocaria la separacién de la antena (triptofano) y del complejo de Th(lll) disminuyendo
asi la luminiscencia.

A una disolucién 10 uM de S1[Tb], 1 mM CaCl,, en 10 mM HEPES pH 8,02 de 1 mM se afiadid una
alicuota del enzima para obtener una concentracidn final 0,1 uM vy se registrd el espectro de

33



emision de la mezcla a temperatura ambiente cada hora. Como se observa en la Figura 39, la
intensidad de luminiscencia disminuyd con el tiempo lo que indica que el complejo peptidico
estd siendo reconocido por el enzima y que esta es capaz de degradarlo. Sin embargo, la
degradacion del péptido es lenta.

Dado que la temperatura 6ptima de la termolisina es 70 °C [16] se decidid estudiar la interaccidn
entre la sonda y la enzima a 40 °C. A esta temperatura se observé que reaccién es mas rapida y
gue con el tiempo la intensidad de luminiscnecia se estabiliza.
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Figura 39. Representacion conjunta de los ensayos enzimaticos por duplicado..

Tras observar la disminucién de emisiéon de fosforescencia se quiso confirmar la ruptura del
péptido por la accién de la enzima a través de HPLC. Para ello se liofilizd la muestra al terminar
la cinética y se inyectd en el HPLC-MS. Al inyectar en condiciones similares a las utilizadas para
caracterizar el péptido S1 se obtuvo un cromatograma muy complejo en el que no se pudo
identificar ninguno de los picos del cromatograma.

Con interés de mejorar el resultado, se probaron diferentes columnas cromatograficas
especializadas en compuestos polares con eluciones isocraticas en lugar de en gradiente.

Sin embargo, a pesar de los intentos no se consiguié identificar ningln producto en los distintos
picos del cromatograma.
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MATERIALES Y METODOS

1. Cronograma

Febrero |Marzo Abril Mayo Junio Julio
Semanas |Semanas |Semanas | Semanas | Semanas |Semanas
112|13/4|11/12|13|/4|11/2|3|/4|11|2|3|/4|1|2|3|/4|1|2|3|4

Busqueda bibliografica

Sintesis del péptido
Sinteis L1

Sintesis L2

Sintesis S1

Ensayos luminiscencia

Redaccion

2. Parte general

Los reactivos utilizados a lo largo de todo este experimento fueron reactivos comerciales que
no se purificaron de forma adicional. El agua fue purificada empleando un sistema Mili-Q.

La resina empleada para la sintesis en fase sdélida fue una resina H-Rink amide Chem Matrix,
que tiene un grupo NH; libre.

Las reacciones fueron seguidas a través de cromatografia HPLC-MS con un equipo Briker Elute
SP con detector cuadrupolo amaZon speed Toxtyper.

Como los compuestos son polares se realizaron cromatografias en fase inversa, en las cuales se
utilizaron los siguientes disolventes: a) 0,1 % TFA en H,O y b),1 % TFA en MeCN.

La columna utilizada fue Phenomenex Aeris 3,6 um peptide XB-C18 100 ,&; 150 x 2,1 mm.

El gradiente utilizado para los experimentos HPLC-MS fue el siguiente:

Tiempo (min) | Flujo (mL/min) | %B
0 0,3 5

2 0,3 5
23 0,3 95
24 0,3 100
30 0,3 100
31 0,3 5
38 0,3 5

Tabla 1

Excepcionalmente, en los intentos de realizar un andlisis cromatografico a la disolucidn de los
ensayos enzimaticos se emplearon las columnas Atlantis 13, 4,6 x 150 mm, 5 um en la cual se
inyecto un flujo continuo de 1,0 mL/min y Hypersil Gold aQ C18, 3 um, 4,6 mm x 250 mm en la
cual se inyectd un flujo de 1,2 mL/min.
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En estas dos ultimas experiencias se llevé a cabo una elucidn isocratica 99% en a) y 1% en b).

Se realizaron también cromatografias HPLC-UV para las cuales se utilizd el equipo Thermo
Scientific UltiMate 3000 conectado a un detector de una matriz de fotodiodos (PDA). Se utilizd
la misma columna Aeris C18 de las cromatografias HPLC-MS, los mismos eluyentes y las mismas
condiciones cromatograficas contenidas en la Tabla 1.

Para la purificacién se usé un JASCO LC-4000 con detector de UV (PDA). Se trabajé con una
longitud de onda de 280 nm. La columna utilizada para esta labor fue una Luna C18 Phenomenex
100 f&, 3 um, 4,6 x 150 mm. Como eluyentes se emplearon una disolucién de 20 mM NH4Ac en
H,0 y de 20 mM NHsAc en MeCN.

La elucién fue en gradiente de 2% a 60% de 20 mM NHsAc en MeCN en 28 minutos

La cuantificacién de la concentracion del péptido se llevd a cabo en un espectrofotémetro Jasco
V-750 de doble haz, utilizando siempre una cubeta de cuarzo de 1 mL.

Las medidas de luminiscencia se llevaron a cabo en un espectrofluorimetro Horiba Fluoromax,
empleando también una cubeta de cuarzo de 1 mL para las valoraciones y las cinéticas y una
cubeta de 0,8 mL con agitador magnético para los ensayos enzimaticos.

El tratamiento de datos se realizd con la ayuda de los programas Origin 2022 y GraphPad 8.1,
mientras que las reacciones se disefiaron y se comprobaron relaciones masa/carga para el
HPLC-MS en el ChemDraw 20.1.1.

3. Desarrollo sintético

3.1. Sintesis del péptido Fmoc-P;

Y SPFS Fmoc
Fmoc—-N4) —=,.  HNIEGLAEWH@)
Fmoc-P4

Figura 40. Esquema para la sintesis del péptido Fmoc-P;.

La sintesis de péptidos y sus modificaciones se realizan en fase sélida, a través de su anclaje a
una resina. La resina se dispone en una columna plastica que se coloca en un matraz de dos
bocas, a través del cual se hace pasar una corriente de N, para mezclar los reactivos.

Flujo de Ar/ N,

Matraz de dos bocas
Figura 41. Montaje para la sintesis en fase sélida.

36



El desarrollo sintético del producto Fmoc-P; comenzé preparando una disolucién de cada
aminoacido (4 equivalentes) en HBTU (4 equivalentes) disuelto en DMF (2 mL).

Se afiadié una disolucion de DIEA (0,195 M, 2 mL) y se dejo reaccionando durante 2 minutos,
cronometrados lo mas exacto posible.

Esta disolucion AA/HBTU/DIEA se llevd a la columna que contiene la resina y se dejo la reaccion
durante 45 minutos bajo corriente de Na.

Se llevaron a cabo dos lavados de la resina con DMF: se filtrd la suspensién conectando el matraz
a una bomba de vacio, se afiadié DMF (4 mL), se burbujed N, durante 3 minutos y se repitio el
proceso dos veces mas.

A continuacion se desprotegié la resina afiadiendo una disolucién de 20% piperidina en DMF (4
mL) durante 20 minutos.

Se hicieron tres lavados de la resina con DMF de forma idéntica a la explicada anteriormente y
se comprobd si habia grupos aminos libres aplicando el test TNBS (acido 2,4,6 -
trinitrobencenosulfénico):

SOy NHR
R - NH2
N02 N02 ’ N02 NOZ

pH=9
NO, DIEA NO,

Figura 42. Reaccion del test TNBS.

Si la reaccidn de desproteccidn tiene lugar, es decir, hay grupos aminos libres, aparece un color
rojizo en las bolas de resina sobre las que se aplica el test. En cambio si es negativo las bolas
mantienen su incoloridad.

Se repitié el proceso de forma idéntica para cada uno de los aminoacidos siguientes. Tras haber
afiadido los aminoacidos correspondientes se tomé una porcidn de la resina (aproximadamente
5 mg), a la cual se le aplicé un céctel de desproteccion (1 mL, TIS:H,0:TFA, 2,5:2,5:95).

La disolucidn se dejo en agitacidn durante una hora y media y se retird el sobrenadante.

Sobre la disolucion sobrenadante se virtio éter dietilico (aproxidamente 1,2 mL) a -20 °C.

Se aprecié el precipitado de pellets blancos, los cuales fueron disueltos posteriormente en
H,0:MeCN en proporcion 1:1 (200 pL). Se tomd la mitad de este volumen y se llevo a un vial de
inyeccion para HPLC.

Phenomenex Aeris peptide XB-C18, gradiente 5% a 95% de b) en 21 minutos.

[M+H]+ encontrado: 925,7, trg=17,7 min

[M+H]+ calculado: 925,6
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3.2. Acoplamiento entre el péptido P1y el espaciador

20% piperidina

Il:moc en DMF
HN-EGLAEWH@) — H N-EGLAEWH@)
Fmoc-P, P,

Figura 43. Desproteccion para Fmoc-P;.

En una nueva columna se introdujo la resina (0,1 mmoles) y se reacondiciond afadiendo de DMF
(3 mL) a la resina durante 15 minutos bajo corriente de N,. El disolvente se eliminé aplicando
vacio.

Se elimind el grupo protector Fmoc de la resina afiadiendo una disolucién de 20% piperidina en
DMF (4 mL) durante 20 minutos bajo burbujeo de N». Posteriormente se llevaron a cabo tres
lavados con DMF (3 mL) de 5 minutos cada uno. El disolvente fue eliminado a través de vacio.
Para la siguiente etapa:

o)

O
0 Hn—IECLAEW@
H.N-EGLAEWH@) —— o

P4

Figura 44. Sintesis del producto P;-L.

Se peso el anhidrido succinico (100,9 mg, 1 mmol) y fue disuelto en de CH,Cl; (3 mL) y sobre esta
disolucidn se adiciond el EtsN (15 pL, 1,1 mmol).

Esta disolucidn se afadiod a la columna, la cual tras un minuto bajo corriente de N; se retird del
montaje y se dejé en agitacion mecanica durante 24 horas.

Tras el tiempo estipulado se elimind la disolucion de la columna a través de vacio, se hicieron 3
lavados con DMF (3 mL) de 4 minutos cada uno y tras eliminar el disolvente mediante vacio se
seco la resina afiadiendo CH,Cl, (3 mL) durante 15 minutos.

Se elimind la disoluciéon de forma andloga a los lavados y se tomd una porcién de la resina
(aproximadamente 5 mg), los cuales siguieron un proceso de desproteccién de la resina y de

redisolucion en H,0:MeCN 1:1 de forma idéntica al anterior a la explicada en el anterior
apartado, para asi ser inyectados de la misma forma en el HPLC-MS.

Phenomenex Aeris peptide XB-C18, gradiente 5% a 95% de b) en 21 minutos.
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[M+H]+ encontrado: 803,4; tg=9,6 min

[M+H]+ calculado: 803,4

3.3. Sintesis del derivado L1

) O N

NN o) I§2|003 o /_N O
. £ 2y N N o
\N\ﬂ\‘j Br_/_N:jg MeCN >( 0 \_/N\/\N:é

DO3A
Figura 45. Sintesis del producto L.

Se prepard una disolucién de N-(2-bromoetil)-ftalamida (146,9 mg, 0,58 mmol) en MeCN (10
mL).

Se peso el DOTA (296,3 mg, 0,58 mmol) y sobre este reactivo se afiadié el K;CO5(397,3 mg, 2,32
mmol) y una punta de espatula de KI.

El montaje fue purgado con Ar durante 10 minutos y se llevd la disolucién de N-(2-bromoetil)-
ftalamida al embudo de presién compensada, donde se dejoé caer a razén de una gota por
segundo aproximadamente.

La reaccion duré 24 horas y fueron necesarios 3 equivalentes de N-(2-bromoetil)-ftalamida en
total para dar por concluida la reaccidn. Se obtuvo una disolucion de color amarilla. Se tomaron
5 plL del producto y se disolvieron en 195 plL de una disolucién de H,O:MeCN en un vial para
inyeccion en HPLC.

Tras observar que el cromatograma mostraba que la reaccion habia tenido resultados
satisfactorios, se elimind el disolvente mediante un rotavapor y se obtuvieron 0,3962 g de un
sélido amarillo.

Phenomenex Aeris peptide XB-C18, gradiente 5% a 95% de b) en 21 minutos
[M+H]+ encontrado: 688,4; tg=21,5 min

[M+H]+ calculado: 688,5

3.4. Sintesis del ligando L,
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Figura 46. Sintesis del producto L.

El producto L; obtenido (0,3962 g, 0,58 mmol) se redisolviéo en MeOH (10 mL). Sobre esta
disolucién se afiadié la hidrazina (140 pL, 2,9 mmol) y la reaccidon se deja a reflujo a una
temperatura de 80 °C durante 24 horas.

En total fue necesario repetir 3 veces la adicidn de hirazina, obteniéndose una sélido de color
amarillo. Setoman 5 pL del crudo de reaccién, a los cuales se les afladen 195 L de una disolucién
H,0:MeCN en proporciéon 1:1 y llevan a un vial para inyeccién en HPLC.

El producto obtenido fue redisuelto en CH,Cl; (50 mL) y tras una filtracidon por gravedad para
eliminar compuestos no disueltos, se procedié a realizar una extraccion (3 repeticiones) con de

H,0 (30 mL) como fase acuosa.

La fase organica fue secada afadiéndole MgS0O, consiguiendo una disoluciéon incolora, mientras
que la fase acuosa fue desechada.

Se elimina el MgS0;, a través de una filtracién por gravedad.

Se elimina en disolvente en el rotavapor, obteniéndose asi un sélido de color amarillo de masa
135,4 mg.

Phenomenex Aeris peptide XB-C18, gradiente 5% a 95% de b) en 21 minutos
[M+H]+ encontrado: 558,4; tg=10,6 min

[M+H]+ calculado: 558,2

3.5. Sintesis del producto S1
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Figura 47. Sintesis del producto Fmoc-S;.

Una vez que se demostrd que el método 1 era mas efectivo que el método 2, se tomd la masa
del péptido P1-L (227, 46 mg, 0,061 mmol) y se reacondicioné empleando DMF (3 mL, durante
5 minutos, 3 veces). El disolvente se elimina a través de vacio.

Se disolvié el HBTU (24,3 mg, 0,066 mmol) en MeCN (1,5 mL) y sobre esta disolucion se aifadié
mas tarde la DIEA (470 pL, 0,091 mmol).

El producto L, (135,4 mg, 0,24 mmol) fue disuelto en MeCN (1,5 mL).

Se afiadié a la columna la disolucion de HBTU/DIEA donde se encontraba el péptido Pi-L
enlazado a la resina. Se cronometraron dos minutos y se adiciond la disolucion del ligando L, en
la columna.

La reaccion se dejo durante dos horas, se lavé con DMF (3 mL, durante 5 minutos, 3 veces) y tras
la eliminacién del disolvente mediante vacio se afiadid CH,Cl; (3 mL, durante 15 minutos en

burbujeo de N,) para secarla.

Para completar satisfactoriamente el proceso de secado se deja la resina bajo vacio durante 15
minutos.
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Figura 48. Sintesis del producto S;.

Para el estudio de la reacciéon se empled la técnica de HPLC-MS. Se tomd una porcidn del
producto (aproximadamente 5 mg) y se sometié a un cdctel de desproteccion y a un proceso de
redisolucion analogo a los anteriores.

Como los resultados obtenidos fueron satisfactorios se procedié a desacoplar todo el compuesto
de la resina. Para ello se hizo un procedimiento analogo del cdctel de desproteccién, pero con
diferentes volumenes de los reactivos (226 uL de H,O y de TISy 9 mL de TFA).

La disolucién se mantuvo en agitacidon durante 4 horas y media y se emplearon 45 mL de éter
dietilico a -20 °C. El éter se elimina en el rotavapor posteriormente, obteniendo los pellets.

Phenomenex Aeris peptide XB-C18, gradiente 5% a 95% de b) en 21 minutos
[M+H]?** encontrado: 615,9; tg=10,6 min

[M+H]+ calculado: 1231,6

Calculo de la concentracion del péptido

El proceso de determinacion de la concentracidn del péptido se llevd a cabo a través de
espectroscopia de UV. Se toman 5,8 mg del péptido en un Eppendorf y se disuelven en 200 plL
de agua. Sobre 800 puL de una disolucién de tampédn fosfato 10 mM, pH 7,5, se afadieron
alicuotas del péptido S; y tras cada adicidn se registré el espectro de UV-Vis de la disolucidn
resultante.

Con los datos de absorbancia obtenidos se calculé la concentracidn del péptido utilizando la ley
de Lambert-Beery €=5579 M cm™ para el triptéfano [17]. Se determiné una concentracidn 2,96
mM para Si.
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Figura 44. Espectro de absorcion de las diferentes disoluciones de concentracion creciente de péptido S1.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se ha sintetizado y caracterizado un derivado peptidico una sonda con
aplicaciones como detector para la bacteria P. Aeruginosa.

Se ha sintetizado un péptido que contenia una secuencia de corte de una enzima proveniente
de P. aeruginosa mediante sintesis en fase sélida manual.

El ligando DO3A ha demostrado que compleja con el lantanido y que sigue siendo una molécula
con potencial para el desarrollo de sondas luminiscentes.

Se han estudiado las propiedades fotofisicas del complejo que actla como una sonda y se
comprobd a través de las medidas experimentales que el complejo presentaba fosforescencia a
través la energia que e croméforo capta y transmite al ion lantanido, el cual emite.

Por ultimo se han llevado a cabo estudios de deteccion de la enzima LasB.

Se han hecho medidas de luminiscencia para la sonda en presencia del enzima, en los cuales se
ha podido comprobar que en efecto habia una interaccién que provocaba un decrecimiento de
la intensidad de luminiscencia, como se esperaba.

Aun asi, no se han podido identificar en los espectros de HPLC con detector masas ninguno de
los productos ni reactivos esperados. Para poder caracterizar la disolucién de los ensayos
enzimaticos a través de esta técnica, seria necesario emplear un filtro de exclusidon de tamafios
moleculares, el cual en teoria deberia eliminar la enzima o los fragmentos de la misma.

Hasta que se pueda caracterizar con fiabilidad, no se puede asegurar con franqueza que el
complejo funciona de forma esperable y predecible, aunque los ensayos de luminiscencia han
dado resultados prometedores.

Para obtenciéon de mejores resultados, hubiese sido interesante el poder contar con un

espectrofluorimetro Peltier, el cual puede programarse para mantenerse a una temperatura
constante y hacer medidas a cualquier tiempo.
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CONCLUSIONS

In this work we hace synthesised and characterised a peptide derivative of a probe with
applications as a detector for P. aeruginosa bacteria.

A peptide who contains a cleveage sequence of a enzyme from P. aeruginosa has been
synthesised by manual solid-phase synthesis.

The DO3A ligand has been shown to complex with lanthanide and remains a molecule with
potential for the development of luminiscent probes.

The photophysical properties of the complex acting as a probe have been studied and it was
found through experimental measurements that the complex exhibited phosphorescence
through the energy that the chromophore captures and transmits to the lanthanide ion, which
it emits.

Finally, studies hace been carried out to detect the LasB enzyme.

Luminiscence measurements were made for the probe in the presence of the enzyme, and in
that situations it was found that there was indeed an interaction that caused a decrease in
luminiscence intensity, as expected.

However, none of the expected products or reagents could be identified in the HPLC spectra
with mass detector. In order to characterise the dissolution of the enzyme assays by this
technique, it would be necessary to use a molecular size exclusion filterm which in theory
should remove the enzyme or enzyme fragments.

Until it can be reliably characterised, it is not posible to say with confidence that the complex
Works in an expected and predictable way, although luminscence assays have given promising
results.

To obtain better results, it would be interesting to have a Peltier spectrofluorimeter, which can
be programmed to stay at a constant temperatura and make measurements at any time.
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CONCLUSIONS

Neste traballo sintetizouse e caracterizouse un derivado peptidico dunha sonda con aplicacion
como detector para a bacteria P. Aeruginosa.

Sintetizouse un péptido que contifia unha secuencia de corte dun enzima que provén de P.
aeruginosa mediante sintese de péptidos en fase sélida manual.

O ligando DO3A demostrou que complexa co lantanido e que segue sendo unha moléucula con
potencial para o desenvolvemente de sondas luminiscentes.

Estudiaronse as propiedades fotofisicas do complexo que actia como unha sonda.
Comprobouse a través de medidas experimentais que o complexo presentaba fosforescencia a
través da enerxia que o cromdforo capta e transmite ao ion lantanido, o cal emite.

Por ultimo levaronse a cabo estudios de deteccién do enzima Lasb.

Fixéronse medidas de luminiscencia para a sonda en presencia do enzima, nos cales
comprobouse que en efecto habia unha interaccién que provocaba un decrecemento da
intensidade de luminiscencia, como se esperaba.

Ainda asi, non se pudieron identificar nos espectros de HPLC con detector masas ningun dos
productos nin dos reactivos esperados. Para poder caracterizar a disolucién dos ensaios
enzimaticos a través desta técnica, seria necesario emplear un filtro de exclusiéon de tamafios
moleculares, o cal en teoria deberia eliminar o enzima e os fragmentos do mesmo.

Ata que se poida caracterizar con fiabilidade, non se pode asegurar con franqueza que o
complexo funciona de forma esperable e predecible, ainda que os ensaios de luminiscencia
diron resultados prometedores.

Para a obtencion de mellores resultados, puidese ser interesante o poder contar con un

espectrofluorimetro Peltier, o cal pode programarse para manterse a unha temperatura
constante e hacer medidas a calquera tempo.
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