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Biologia quimica: la quimica com a eina en estudis biologics
Chemical biology: Chemistry as an essential tool in biology

Gemma Triola
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Resum: La biologia quimica, entesa com I'ts d'eines quimiques per a I'estudi de fenomens biologics, ha esdevingut una disci-

plina fonamental per a investigar les funcions de les proteines, el seu paper dins les complexes xarxes de senyalitzacid cel-lular,

per a la identificacid de noves dianes terapéutiques i, en definitiva, per a estudiar les bases moleculars que regulen els proces-

sos biologics, tant en condicions normals com patologiques. En aquest article es detallen mitjancant alguns exemples les ca-

racteristiques d'aquesta area de recerca multidisciplinaria, que comprén la quimica organica, la biologia molecular, cel-lular i
estructural o la biofisica, i se centra, entre d'altres, en el disseny de molécules amb capacitat per a modular 'activitat i les
interaccions de les proteines, la sintesi de sondes fluorescents o el desenvolupament de métodes quimics per a la sintesi, mo-

dificacid i immobilitzacid de proteines.

Paraules clau: Quimica biologica, reaccions bioortogonals, sintesi i modificacio de proteines, proteines Ras.

Abstract: Chemical biology relies on the use of chemical tools for the characterization of biological processes. In the last decade,
this multidisciplinary research area involving organic chemistry as well as molecular, cellular and structural biology and
biophysics, among other fields, has played a key role in the identification of protein function and its importance in complex
cellular signalling networks and especially in the elucidation of the molecular principles regulating biological processes in

both health and disease. This paper presents some examples and describes some of the major research areas in chemical biolo-
gy, including the design and synthesis of molecules to modulate protein activity and interactions, the synthesis of fluorescent
reporters and the development of chemical methods enabling protein synthesis, modification and immobilization.

Keywords: Chemical biology, bioorthogonal reactions, protein synthesis and modification, Ras proteins.

Introduccio

| gran avencg viscut en els ultims anys en |'estudi
de processos biologics, tant a nivell cel-lular com,
sobretot, a nivell molecular, no hauria estat pos-
sible sense la contribucio de la quimica organica
i, més concretament, de la biologia quimica. En-
tenem per biologia quimica I'is de métodes i es-
tratégies quimiques com a eina per a investigar,
manipular i entendre els processos biologics. Aquesta discipli-
na, amb arrels en la quimica bioorganica i en la qual ja havien
treballat grans cientifics com Emil Fischer, Linus Pauling o Har
Gobind Khorana, ha ressorgit en els ultims anys i s'ha convertit
en un camp emergent i interdisciplinari que requereix la col-la-
boracid de la quimica organica, la biologia molecular, cel-lular i
estructural, la farmacologia o la biofisica. Com a resultat, la
biologia quimica s'estén en diferents arees, entre les quals des-
taquen el disseny de molécules amb capacitat per a modular,
tant positivament com negativa, l'activitat de les proteines, la
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sintesi de sondes fluorescents que facilitin I'estudi de feno-
mens bioldgics mitjancant microscopia de fluorescéncia o el
desenvolupament de metodes quimics que permetin la sintesi,
modificacio i immobilitzacio de proteines per tal de caracterit-
zar la seva funcio, estudiar les interaccions o crear nous meto-
des de diagnostic.

Existeix una certa confusié en la denominacié actual d'a-
questa disciplina, a causa, sobretot, de les terminologies em-
prades en els diferents idiomes. Aixi, doncs, mentre que
aquesta area de recerca és coneguda en el nostre pais com a
quimica bioldgica, en el mén anglosaxo es coneix com a che-
mical biology i, per tant, s'hauria de traduir més acurada-
ment com a biologia quimica. Un dels motius més importants
d'aquest fet és que la denominacio quimica bioldgica (biolo-
gical chemistry) es confon facilment amb la de bioquimica
(biochemistry), I'estudi a nivell molecular dels processos qui-
mics que es produeixen en cél-lules vives. De fet, ambdos ter-
mes poden ser considerats redundants, ja que quimica biolo-
gica no és res més que la forma antiga de denominar la
bioquimica actual. Per aquest motiu, en aquest article s'uti-
litzara el terme biologia quimica per a descriure aquesta area
de recerca centrada en I'is d'eines quimiques per a estudiar i
resoldre problemes biologics.



Tot i els grans avencos viscuts en I'Ultima década en el camp
de la biologia quimica, queda encara un llarg cami per enda-
vant, sobretot pel que fa a I'estudi de la funcio i les interac-
cions de les proteines cel-lulars. La seqlienciacio del genoma
huma completada ara fa una década va generar moltes ex-
pectatives. Es creia que aquella gran quantitat d'informacio
suposaria una revolucio tant en el nostre coneixement sobre
les proteines com en el desenvolupament de nous métodes
terapéutics. En alguns casos ha estat realment aixi i la infor-
macio obtinguda ha resultat essencial per a la caracteritzacio
de processos biologics. Malauradament, perd, actualment som
conscients que la informacid proporcionada pel genoma és
del tot insuficient, si desconeixem la funcio de les proteines
que codifiquen els gens estudiats. A més, les proteines es tro-
ben generalment incloses en complexes xarxes dinamiques
que s'encarreguen de la regulacié de nombroses vies de se-
nyalitzacio cel-lular. L'estudi global d'aquestes xarxes i el des-
envolupament de molécules petites capaces de modular-les
de manera reversible sera una important area de recerca en el
futur en la qual la biologia quimica de sistemes (systems che-
mical biology) esta comencant a proporcionar informacio de
gran interés. A més, |'existéncia de senyals epigenétics o mo-
dificacions posttraduccionals de proteines (fosforilacio, ace-
tilacio, lipidacio, etc.), que en la majoria dels casos no poden
ser predites a partir de I'estudi de la seqliéncia genomica,
complica encara més I'estudi de les proteines. En aquest con-
text, la biologia quimica té un paper crucial en permetre la
sintesi de proteines modificades posttraduccionalment, aixi
com la caracteritzacio de la seva funcid i I'estudi de la seva
interaccié amb altres proteines i, per tant, en obtenir infor-
macio essencial que podra ser utilitzada posteriorment amb
finalitats terapéutiques.

Sintesi i modificacio de proteines

La sintesi de proteines ha estat un dels objectius més ambicio-
sos dels quimics en les tltimes décades, ja que no només per-
met obtenir proteines, sind també la incorporaci6 d'aminoa-
cids no naturals, de modificacions posttraduccionals, de grups
fluorofors o de marcatges per afinitat que facilitin el seu estu-
di. Un pas molt important en aquesta direccio va ser |'establi-
ment per part del grup de Stephen Kent del métode de lligacid
quimica nativa (native chemical ligation, NCL) [1], basat en la
unio de dos precursors peptidics mitjancant un enllac de tipus
amida (figura 1). Per a dur-se a terme la reaccio, cal que un

dels péptids contingui un residu de cisteina en I'extrem N-ter-
minal i I'altre péptid, obtingut generalment per métodes de
sintesi en fase solida, un tioéster en el seu extrem C-terminal.
La formacio de I'enllag¢ amida s'inicia per atac del grup sulfhi-
dril de la cisteina al tioester a través d'una reaccid de trans-
tioesterificacio, i el nou tioéster format pateix espontaniament
una reaccio de transposicid acil S-N per donar lloc a un enllag
amida irreversible. L'aplicacid d'aquesta estratégia ha permés
la sintesi de nombroses proteines de mida considerable.

Posteriorment, Muir i col-laboradors van ampliar I'is d'aques-
ta tecnologia amb el desenvolupament de I'anomenada /liga-
Ci6 de proteines expressades (expressed protein ligation, EPL),
en la qual el fragment que conté el tioéster C-terminal s'obté
mitjancant técniques d'expressio de proteines basades en in-
teines, i no per métodes quimics [2]. Les inteines son segments
proteics amb capacitat per a autoprocessar-se. L'autoproces-
sament es produeix a causa de la presencia en la posicid
N-terminal de la inteina de residus de cisteina, serina o treo-
nina, que participen en reaccions nucleofiles. Un dels méto-
des més emprats per a la generacio de tioésters de proteina
és el vector IMPACT (intein-mediated purification with an
affinity chitin-binding tag), on la proteina que es vol expres-
sar es fusiona a una inteina modificada i a un domini addi-
cional d'unid a quitines que facilita la purificacio final. El
mecanisme de formacié del tioester s'inicia amb un rearran-
jament acil N-S/0 entre el residu de cisteina, serina o treoni-
na i l'aminoacid C-terminal de la proteina d'interes, la qual
cosa dona lloc a un eéster o tioester reactiu. El seu tractament
amb un tiol (com el mercaptoetansulfonat de sodi, MesNa)
provoca una transtioesterificacio i I'alliberament de la pro-
teina desitjada en forma de tioéster C-terminal. Finalment, la
reaccio de la proteina tioester amb un peptid que tingui una
cisteina N-terminal dona lloc a una proteina semisintética o
modificada (figura 2).
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FiGura 1. Lligacié quimica nativa per a la sintesi de proteines.
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FIGURA 2. La lligacio de proteines expressades es basa en la generacid d'un tioéster
de proteina i la seva reaccio amb un péptid que presenta una cisteina en el seu ex-
trem N-terminal.

Modificacio selectiva de proteines

Reaccions bioortogonals

L'establiment de Ia tecnica de lligacio de proteines expressa-
des juntament amb els avencos en la generacio dels vectors
necessaris, com ara el vector IMPACT, no només ha permes la
generacio de proteines semisintetiques, sind que també ha
contribuit enormement a la seva modificacio selectiva. S'han
descrit nombrosos métodes quimics per a la modificacio de
proteines [3]. Alguns es basen en la reactivitat de les cadenes
laterals dels aminoacids (els grups amino de lisines reaccio-
nen amb acids activats en forma d'hidroxisuccinimida, i els
tiols de cisteines reaccionen amb grups maleimido) i, per tant,
marquen les proteines aleatoriament afectant un o més resi-
dus i resultant en mescles complicades de productes. Altres
estratégies més recomanables es basen en la introduccio pre-
via de nous grups funcionals, com ara azidoalanines o els
tioesters C-terminals esmentats anteriorment i la seva poste-
rior modificacid selectiva mitjangant reaccions bioortogonals,
reaccions quimiques compatibles amb I'estructura secundaria
i els grups funcionals de les biomolécules. Aquestes reaccions
han de complir una série de requisits: han de ser reaccions ra-
pides, que poden dur-se a terme en aigua o solucions tampo,
que transcorren a pH neutres i temperatura ambient i no so-

len requerir I'us de catalitzadors de tipus metall que puguin
ser toxics per a les proteines. Un dels exemples més coneguts
de les reaccions bioortogonals és |a cicloaddicié de Huisgen
d'azides i alquins catalitzada per coure, també coneguda com
a click chemistry, desenvolupada paral-lelament per Sharpless
i Meldal I'any 2002 [4, 5. Posteriorment, Carolyn Bertozzi va
desenvolupar una versio que no requeria |'us de coure utilit-
zant alquins ciclics altament tensionats [6]. Una altra reaccio
bioortogonal ampliament utilitzada per a la modificacié de
proteines ha estat la Iligacié de Staudinger basada en la re-
ducci6 d'azides amb fosfines, desenvolupada per Hermann
Staudinger a principi del segle xx [3].

La modificacié selectiva de proteines també pot aconseguir-
se mitjancant metodes basats en la formacié de complexos
d'elevada afinitat. Per exemple, I'us de niquel permet la modi-
ficacio de proteines que presenten cues d'histidina, tot i que
el complex histidina-niquel resultant és poc estable a causa
de la baixa afinitat entre ambdos. Aquesta limitacio quedaria
resolta amb I'Us del complex (strept)avidina-biotina amb una
afinitat tan elevada que es comporta practicament com un
enllag covalent. En aquest cas, pero, cal una biotinilacio pre-
via de la proteina mitjancant metodes quimics o enzimatics
que pot afectar la seva funcionalitat, si es fa de manera alea-
toria i es biotinilitzen residus implicats en el centre actiu.

MODIFICACIO ALEATORIA

Reactivitat de les cadenes laterals (lisina, cisteina, tirosina, etc.)

MODIFICACIO SELECTIVA
Introduccié de grups no naturals: NCL, reaccions bioortogonals
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FIGURA 3. Meétodes per a la modificacio aleatoria o selectiva de proteines.




Nous métodes bioortogonals per a la modificacio
selectiva de proteines: la lligacio oxiamina

Tot i els importants exemples descrits anteriorment, encara és
necessari el desenvolupament de nous métodes de modifica-
cio selectiva de proteines que funcionin de manera altament
eficient en les condicions més suaus possibles de reaccio. En
el nostre grup hem treballat extensament en aquesta area de
recerca, i un dels ultims metodes en els quals hem treballat es
basa en |'aplicacié de la reaccio bioortogonal entre grups ce-
tona i grups aminoxi, juntament amb la generacié de tioesters
de proteines.

La modificacio de proteines en I'extrem C-terminal presenta
avantatges importants, ja que permet la modificacio en una
Unica posicio sense afectar els residus interns i, a més, en
tractar-se generalment d'un extrem flexible i no implicat en
la funcid, la seva modificacid no sol afectar la funcionalitat
de la proteina. D'altra banda, la reaccié entre grups cetona i
grups aminoxi compleix tots els requisits per a ser considera-
da una reaccio bioortogonal. Sobre la base d'aixd, vam pensar
que la reaccio de tioésters de proteines amb un Iligador o /in-
ker funcionalitzat amb dos grups oxiamino hauria de perme-
tre la modificacid selectiva de proteines de manera rapida i
senzilla, ja que, mentre que el primer grup oxiamino reaccio-
naria amb la proteina, el segon permetria la seva modificacié
selectiva després de ser tractat amb sondes que continguin
grups cetona. Per a investigar aquesta reaccio en detall, vam
generar un lligador bisoxiamino i el vam fer reaccionar amb
un tioéster de proteina obtingut gracies al vector IMPACT (fi-
gura 4). La mescla de reaccid va ser incubada durant 12 h en
un bany de gel i, posteriorment, es va tractar amb un fluorofor
funcionalitzat amb una cetona durant 4 h a temperatura am-
bient. L'analisi per electroforesi en gel i per espectrometria de
masses de la proteina resultant va confirmar que la lligacio
oxiamina permet el marcatge de proteines de manera rapida

i eficient en condicions molt suaus de reaccié [7].

Doble marcatge de proteines en una reaccio
one-pot

Les proteines marcades amb dos fluorofors diferents son eines
molt utils per a estudiar els seus nivells de plegament o les in-
teraccions amb altres proteines. Malauradament, pero, la ge-
neracié per metodes quimics d'aquestes proteines doblement
marcades és molt complexa. Alternativament es poden utilit-

zar metodes genétics, com la fusid de proteines fluorescents
(GFP, YFP, etc.), pero, en aquest cas, es produeix un augment
molt gran de la mida de la proteina, la qual cosa pot afectar
els resultats obtinguts. Per tant, ens vam plantejar utilitzar el
metode de la lligacio de tipus oxiamina en I'extrem C-termi-
nal combinat amb la lligacié quimica nativa en I'extrem
N-terminal com a nova estratégia per a I'obtencio de protei-
nes doblement marcades. Breument, si partim d'una proteina
que contingui un tioester C-terminal i una cisteina en I'extrem
N-terminal i la tractem seqiiencialment amb un lligador biso-
xiamino i un fluorofor funcionalitzat amb grup cetona (per a
la reaccio oxiamino) i amb un grup tioéster modificat (per a la
NCL), I'aproximacio ens hauria de permetre obtenir proteines
doblement marcades. Per estudiar la hipotesi, vam generar
una proteina amb un tioester C-terminal i vam introduir una
seqliencia a I'extrem N-terminal que, en ser tractada i reco-
neguda per una cisteina proteasa del virus del gravat del ta-
bac (tobaccho etch virus, TEV), genera una proteina amb una
cisteina N-terminal. La proteina resultant va ser tractada, pri-
mer, amb el lligador bisoxiamina i, després, amb una fluores-
ceina funcionalitzada amb un grup cetona, sequida d'una cu-
marina derivatitzada amb un grup tioéster. Per tal d'accelerar
ambdues reaccions, es va afegir acid mercaptofenil acetic

i anilina com a catalitzadors de Ia lligacié quimica de protei-
nes i la lligacio de tipus oxiamina, respectivament. En aques-
tes condicions, la doble modificacié de la proteina es va pro-
duir de manera selectiva i rapida en condicions molt suaus de
reaccid. No només aixo, sind que les dues modificacions es
van poder realitzar de manera simultania en una reaccio de
tipus one-pot. Les proteines doblement marcades resultants
son eines molt utils per a la caracteritzacio de la seva estruc-
tura, el seu plegament i les interaccions amb altres proteines,
tal com es pot veure en la figura 4, on, mitjancant estudis de
tipus FRET (fluorescence resonance energy transfer), es pot
detectar el correcte plegament de la proteina i la posterior
perdua de senyal de tipus FRET, en tractar la proteina amb la
proteasa inespecifica subtilisina que causa la seva digestid [8].

Preparacio de bioxips de proteines a través
de la seva immobilitzacio a partir de lisats cel-lulars

A més a més, aquest métode de modificacio selectiva pot ser
també emprat per a la immobilitzacié de biomolécules en su-
perficies i poder generar bioxips de proteines. Els bioxips o
microarrays de proteines son de gran interés en les ciéncies
de la vida, ja que requereixen volums molt petits i permeten el
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processament d'una gran quantitat de mostres en poc temps.
A més, creen plataformes que son molt utils tant per al desen-
volupament de métodes de diagnostic com en I'ambit de I'es-
tudi d'interaccions amb lligands o altres proteines [9, 10].

L'estratégia per a la generacio de bioxips de proteines utilit-
zant la lligacié oxiamina comenca amb el tractament de su-
perficies, préviament activades amb grups acids activats com
a N-hidroxisuccinimides, amb un lligador que conté una ceto-
na convenientment protegida. Posteriorment, es bloquegen
els acids activats de la superficie que no han reaccionat mit-
jancant el tractament amb una solucié d'etanolamina. Un cop
desprotegit el grup cetona, una solucid de la proteina modifi-
cada amb el lligador bisoxiamina es disposa sobre la superfi-
cie préviament tractada i s'incuba a temperatura ambient
durant 4 h. Passat aquest temps, les proteines que no han re-
accionat amb la superficie s'eliminen mitjancant un rentat
amb solucié tampo i les proteines immobilitzades poden ser
quantificades a partir de la intensitat de fluorescéncia (si s'u-
tilitzen proteines préviament marcades), o bé emprades per al
seu reconeixement amb anticossos o per a l'estudi d'interac-
cions proteina-proteina. A més, el tractament de les superfi-
cies modificades amb lisats cel-lulars que contenen la pro-
teina i han estat préviament tractats amb tiols i el Iligador
corresponent permet la immobilitzacid de les proteines direc-
tament dels lisats cel-lulars sense la necessitat d'un pas previ
de purificacio. La gran eficiéncia del métode descrit, junta-
ment amb els avencos recents en la generacio de tioésters de
proteina, dona validesa a aquesta aproximacié com a métode
d'aplicabilitat general per a la fabricacié de bioxips de pro-
tenes [11].

Modificacié selectiva a I'extrem C-terminal

Doble marcatge one-pot

Proteina plegada

ey

Proteina digerida

EGFP-Rab7-COSRsats
oz cons s
it

Microxips de proteines

PRAONH:
PRACOSR

FiGurA 4. Aplicacio de la lligacid tipus oxiamino per a la modificacio selectiva de
proteines en I'extrem C-terminal, per al doble marcatge simultani en els extrems
N-terminal i C-terminal i per a la immobilitzacio de proteines en superficies direc-
tament de lisats cel-lulars sense la necessitat d'un pas previ de purificacio.

Semisintesi de proteines
modificades
posttraduccionalment

La generacid de tioésters de proteines en |'extrem C-terminal
no només és molt util per a la modificacié selectiva de pro-
teines per tal d'introduir-hi sondes fluorescents que facilitin
el seu estudi o cadenes de polietilenglicol que augmentin la
seva estabilitat, sind també per a I'obtencio de proteines se-
misintétiques.

Nombroses proteines requereixen una associacio temporal
amb la membrana per tal d'exercir la seva funcio i interaccio-
nar amb altres proteines també localitzades a la membrana.
Aquesta associacio amb la membrana s'aconsegueix mitjan-
cant |a hidrofobicitat que els confereixen lipids que s'hi unei-
xen posttraduccionalment, o sigui, mitjangant reaccions qui-
miques que tenen lloc dins la cél-lula i que son posteriors a la
biosintesi de proteines, també coneguda com a traduccid. Els
processos de lipidacions de proteines que trobem amb més
freqliencia en les cel-lules son la incorporacio de grups glico-
silfosfatidilinositol, la miristoilacié de residus a I'extrem
N-terminal, I'acilacio de residus de cisteina amb acids palmi-
tics o la prenilacio de cisteines C-terminals (figura 5).

Un exemple rellevant de proteines lipidades son els membres
de la superfamilia Ras de GTPases, com les isoformes N-Ras,
H-Ras i K-Ras, importants oncogens que es troben mutats en
aproximadament el 30 % de tots els cancers. Les tres isofor-
mes comparteixen un domini catalitic quasi ideéntic i un domi-
ni hipervariable (HVR) format per uns vint-i-cinc aminoacids

i situat a I'extrem C-terminal. Aquest domini HVR conté una
elevada variabilitat i és el responsable de I'associacio amb la
membrana. Les tres isoformes presenten una cisteina C-ter-
minal carboximetilada i lipidada amb un grup farnesil, que és
indispensable pero no suficient per a assegurar una unio esta-
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FiGura 5. Modificacions lipidiques de proteines que es troben més freqiientment en
les cél-lules.




ble amb la membrana. Aixi, doncs, en el cas de N-Ras i H-Ras,
I'associacio estable amb la membrana s'aconsegueix mitjan-
cant |'acilacio addicional d'un o dos residus de cisteina amb
acid palmitic i, en el cas de K-Ras, el segon motiu de localit-
zacio amb la membrana és una seqiiéncia polibasica formada
per vuit lisines que interacciona amb els fosfolipids acids (fos-
fatidilserina, fosfatidilinositols) que es troben, preferentment,
a la cara interna de la membrana plasmatica, la més acida de
totes les membranes cel-lulars.

Tot i que la farnesilacio i la metilacié de K-Ras4B son indis-
pensables per a una correcta localitzacio i funcié d'aquesta
proteina, la majoria dels estudis realitzats fins ara utilitzaven
només la part soluble de la proteina a causa de la gran difi-
cultat per a obtenir proteines completament modificades
(lipidades i metilades) per métodes de biologia molecular. Per
aquest motiu ens vam plantejar emprar una aproximacio de
biologia quimica per a I'obtencio de I'oncogen K-Ras4B que
contingués totes les seves modificacions posttraduccionals.
Basicament, |a idea era expressar una proteina truncada en
forma de tioéster que correspongués a cent setanta-quatre
dels cent vuitanta-cinc aminoacids que conté K-Ras4B i sin-
tetitzar per metodes de fase solida el peptid C-terminal que
contingués totes les modificacions desitjades (figura 6).

Per al disseny de la sintesi del péptid, calia tenir en compte
una serie de requisits limitants, com ara la gran susceptibilitat
del farnesil en medi acid i la necessitat d'obtenir el péptid
com a éster metilic en I'extrem C-terminal. Finalment, vam
escollir la resina clorotritil, sensible a baixes concentracions
d'acid, i es va ancorar el segon aminoacid a la resina, una lisi-
na convenientment protegida per la seva cadena lateral. Un
cop desprotegit selectivament I'éster al-lilic, es va fer reaccio-
nar I'acid resultant amb la cisteina farnesilada i carboxime-
tilada. A partir d'aqui, I'elongacio de la cadena peptidica en
direccio N-terminal es va fer per métodes convencionals de
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FiGura 6. L'associacio de N-Ras a la membrana es produeix per I'accio del grup far-
nesil i palmitoil, mentre que la de K-Ras és deguda al grup farnesil i a la seqliéncia
polibasica que es troba a I'extrem C-terminal. Disseny retrosintétic de K-Ras4B
mitjancant EPL d'un K-Ras tioéster corresponent als aminoacids 1-174 i un péptid
lipidat (175-185) sintetitzat en fase solida.

sintesi de péptids (desproteccio del grup Fmoc per tractament
amb piperidina en DMF i acoblament dels aminoacids prévia-
ment activats amb HCTU en presencia de diisopropiletilamina,
DIPEA). Es va escollir el grup al-lilooxicarbonil (Alloc) com a
grup protector per a les lisines, ja que permet la seva despro-
teccio ortogonal catalitzada per pal-ladi (0), i el grup tritil com
a protector per a la serina i la treonina. Es va afegir una cis-
teina addicional a I'extrem N-terminal per tal de poder dur a
terme la lligacié quimica amb el tioester de la proteina. Un
cop sintetitzat el péptid i desprotegits els grups Alloc, el trac-
tament de |a resina amb una solucio6 de I'1 % d'acid trifluo-
roacetic en diclorometa va permetre |'alliberament del peptid
del suport solid i la desproteccié concomitant dels altres
grups protectors. Aquesta estratégia va permetre obtenir el
peptid en un 15 % de rendiment global després de la seva
purificacié per HPLC preparatiu (figura 7).

Per a preparar el tioéster de la proteina, es va clonar el gen
que codifica per la versié truncada de K-Ras4B en un vector
de tipus IMPACT. El plasmidi resultant va ser transformat en
cél-lules d'Escherichia coli BL21 (DE3), i la proteina recombi-
nant de fusié K-Ras-inteina-CBD va ser purificada mitjancant
una columna cromatografica d'afinitat per quitina. Finalment,
el tioéster desitjat va ser alliberat de la columna per tiolisi
mitjancant tractament amb MesNa per a proporcionar el
tioéster de la proteina (K-Ras 1-174MesNa), que va ser purifi-
cat per cromatografia d'exclusié per grandaria i caracteritzat
per ESI-MS. Finalment, es va dur a terme la lligacio quimica
incubant durant 4 h el péptid sintetitzat i el tioéster de la
proteina en preseéncia del reductor tris(2-carboxietil)fosfina
(TCEP) per tal de reduir simultaniament el grup protector de la
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FIGURA 7. Sintesi del péptid C-terminal de K-Ras4B lipidat i EPL amb el tioéster de
la proteina. Un cop aillada i purificada, la proteina semisintetica generada va ser
analitzada i identificada per espectrometria de masses (MALDI-TOF).
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cisteina N-terminal (tert-butiltio) i permetre I'inici de la reac-
cio6 de Iligacié quimica. Aquest procediment va permetre ob-
tenir la proteina semisintetica desitjada amb bon rendiment

i en quantitat de mil-ligrams. Els diferents punts isoeléctrics
entre la proteina lligada K-Ras4B 1-185 (pl = 8,2) i el tioéster
de la proteina K-Ras 1-174MesNa (pl = 5,3) van facilitar la
seva purificacié per cromatografia d'intercanvi cationic, de
manera que es va obtenir la proteina K-Ras4B 1-185 amb un
70 % de rendiment. La puresa i la identitat de la proteina ob-
tinguda es van analitzar per electroforesi en gel i MALDI-TOF.

Estudis d'interaccio
lipid/proteina-proteina

En I'entorn cel-lular, la proteina K-Ras4B, un cop sintetitzada,
es trasllada al reticle endoplasmatic, on sera farnesilada i me-
tilada, i llavors es mou fins a la membrana plasmatica, on té
lloc la seva activitat i implicacio en cascades de senyalitzacié
cel-lular. Fins fa molt poc es desconeixia quins metodes utilit-
zava K-Ras4B per a traslladar-se fins a la membrana plasma-
tica: si era un transport que es produia per difusio, mitjancant
vesicules o mediat per la interaccié amb altres proteines.
S'havia suggerit que la subunitat  de la fosfodiesterasa dels
bastons de la retina (PDEJ), que es troba no només en els fo-
toreceptors, sind ampliament distribuida per tots els teixits
cel-lulars, podia tenir un paper molt important en aquest
transport interaccionant amb proteines farnesilades i facili-

tant el seu moviment entre les diferents membranes cel-lulars.

Malgrat tot, la funcié exacta de PDES i I'especificitat d'aques-
ta interaccio no havien pogut ser examinades en detall a cau-
sa de la falta d'eines que ho permetessin. La proteina
K-Ras4B, generada per nosaltres, que contenia tant el grup
farnesil com el grup metil terminal, es va convertir, doncs, en
una eina essencial per a estudiar I'especificitat de la interac-
cions PDES amb proteines farnesilades, aixi com les conse-
qliencies d'aquesta unio.

Els estudis d'interaccio es van realitzar mitjancant un assaig
basat en anisotropia de fluorescéncia emprant diferent pép-
tids i proteines farnesilades i marcades fluorescentment.
Breument, si s'aplica Ilum polaritzada a una molécula marca-
da, es genera fluorescéncia polaritzada. Si la molécula mar-
cada es mou lliurement i aleatoria, el grau de polaritzacié de
fluorescéncia resultant sera baix. En canvi, si la molécula
marcada (péptid o proteina) s'uneix a una altra de mida més

gran (proteina), es produira una disminucio de la seva rotacio
que tindra com a resultat un augment de la fluorescéncia po-
laritzada detectable. Aquest augment pot ser quantificat i
emprat per a determinar la seva constant de dissociacio (Kp)

i I'afinitat del péptid o la proteina marcada per a la proteina
amb la qual interacciona. Per tal d'estudiar els requeriments de
PDES per al reconeixement de péptids i proteines farnesilades,
vam emprar péptids farnesilats (dipéptids o de major longi-
tud) obtinguts per sintesi en fase solida i proteines farnesila-
des obtingudes mitjancant lligacio de proteines. Els resultats
d'aquests estudis van mostrar que una cisteina farnesilada i
metilada era el motiu minim que necessitava PDES per a unir-
se (Kb 616 nM, figura 8), tot i que I'afinitat de la proteina pel
peptid augmentava significativament en utilitzar peptids amb
sis 0 vuit aminoacids addicionals després de la cisteina lipida-
da (Kp 227 nM), la qual cosa suggereix que la proteina no
només reconeixia el grup lipidic, sind també els altres amino-
acids situats a I'extrem C-terminal. En canvi, I'afinitat de PDES
per la proteina semisintética era comparable a la del péptid
(Ko = 200 nM), la qual cosa suggereix que, a part de I'extrem
C-terminal, no hi havia interaccio de PDES amb altres regions
de K-Ras4B. Es van realitzar estudis semblants amb la pro-
teina semisintética farnesilada Rheb (Ras homolog enriched in
brain), també obtinguda per métodes de lligacio de proteines
expressades, i el seu corresponent peptid farnesilat C-termi-
nal. Rheb és un altre membre de la familia de Ras GTPases que
comparteix les mateixes modificacions posttraduccionals

que K-Ras4B [12], pero, en lloc d'una seqliéncia polibasica,
conté majoritariament residus neutres en el seu extrem C-ter-
minal. Els resultats obtinguts amb la proteina i el péptid deri-
vat de Rheb van ser semblants als obtinguts amb K-Ras (Kb =
200 nM tant per al péptid C-terminal com per a la proteina), la
qual cosa suggereix que, tot i que els aminoacids propers a

la cisteina son necessaris per a obtenir una interaccio d'afini-
tat elevada, no hi ha cap tipus d'especificitat dependent de la
seqliencia d'aminoacids. Aixi, doncs, com a resultat d'aquests
estudis, vam poder confirmar que PDEJ reconeix de manera
general i inespecifica proteines farnesilades. Aquesta interac-
cio6 es basa en el reconeixement del lipid i els aminoacids si-
tuats en I'extrem C-terminal, sense que la resta de la proteina
tingui un paper rellevant en la interaccio (figura 8).

Per tal de confirmar les bases d'aquesta interaccid, vam inten-
tar la cristal-litzacié del complex Rheb-PDES. Per a aconse-
guir-ho, es va fer un cribratge de diferents condicions de
cristallitzacio, i les condicions adequades van ser emprades
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FiGURA 8. L'estudi d'anisotropia de fluorescéncia per a caracteritzar el reconeixement
de PDES de péptids i proteines farnesilades i I'estructura del complex Rheb-PDES
determinada per cristal-lografia de raigs X permeten concloure que PDES reconeix
de manera general proteines farnesilades interaccionant amb el seu extrem C-termi-
nal (lipid i residus adjacents) i que no té cap interaccié amb la resta de la proteina.

per a I'obtencié de cristalls del complex Rheb-PDES en quan-
titats més elevades. L'estudi dels cristalls obtinguts va perme-
tre confirmar explicitament que el farnesil se situa en un solc
d'unio o binding pocket format basicament per residus de ti-
pus hidrofobic i també interacciona amb els residus contigus
a la cisteina farnesilada, i que no hi ha cap mena d'interaccié
entre PDEJ i la resta de la proteina Rheb, la qual cosa explica
i confirma el paper de PDES com a solubilitzador i transporta-
dor universal de proteines farnesilades (figura 8) [13].

Inhibidors de la interaccio
lipid/proteina-proteina

Investigacions anteriors havien confirmat també a nivell
cellular I'important paper de PDES en la correcta localitzacio
i funcid de proteines farnesilades, en especial, dels importants
membres de la superfamilia Ras de GTPases, com ara Rheb o
K-Ras [14]. Per exemple, el knockdown de PDES mitjancant
metodes geneétics havia confirmat que si PDES no podia re-
alitzar la seva funci6 com a solubilitzadora i transportadora
d'aquestes proteines, la senyalitzacid i la proliferacié cel-lular
produida per aquests oncogens quedaven afectades. El pas
seglient va ser, doncs, explorar aquesta interaccio entre
K-Ras4B i PDES com a nova diana per al tractament de can-
cers caracteritzats per una senyalitzacié oncogénica de K-Ras,
com és el cas de molts cancers de pancrees, per als quals en
aquest moment no existeix un tractament efectiu.

En primer lloc, vam dissenyar un assaig basat en la tecnologia
Alphascreen (amplified luminescent proximity homogeneous

assay) que ens permetés trobar inhibidors d'aquesta interac-
cio. Sobre |a base de la informacié préviament obtinguda i te-
nint en compte que PDES només reconeix I'extrem C-termi-
nal, vam establir un assaig basat en la interaccié d'un
decapéptid C-terminal de K-Ras i PDES. Un cop establert I'as-
saig, optimitzat i miniaturitzat a plaques de mil cinc-cents
trenta-sis pous, es va passar a la identificacio de molécules
petites capaces d'inhibir la interaccid entre PDES i el péptid
farnesilat mitjancant el cribratge d'una Ilibreria de compostos
formada per dues-centes mil molécules, provinents de llibre-
ries comercials o de derivats de productes naturals. Per tal de
validar els resultats obtinguts, |a inhibicié dels compostos de-
tectats en aquest cribratge va ser posteriorment confirmada
per metodes alternatius, com ara anisotropia de fluorescencia
o calorimetria isotérmica per valoracio (ITC). Un cop confir-
mada la inhibicid, vam procedir a I'optimitzacio de |'activitat
dels compostos detectats mitjangant un procés basat en me-
todes de biologia estructural (cristal-litzacio dels complexos
inhibidor-PDES, disseny de nous inhibidors sobre la base de la
informacio obtinguda, sintesi, assaig i nova cristal-litzacio)

i vam arribar a una generacid d'inhibidors com Deltarasin
(S)-4, que presenten una Kp nanomolar per la proteina PDES
(figura 9).
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FIGURA 9. A) Estructura de I'inhibidor de la interaccié Ras-PDES Deltarasin (S)-4 i
del seu analeg (rac)-5 obtinguts mitjangant sintesi quimica a partir de I'optimitza-
ci6 dels inhibidors detectats en el cribratge d'una llibreria de dos-cents mil compos-
tos. B) Estructura de raigs X de (rac)-5 dins el solc d'unid per al grup farnesil de la
proteina PDES. C) Deltarasin (S)-4 inhibeix el creixement de cél-lules tumorals de
pancrees. D) Deltarasin (5)-4 administrat una vegada (QD) o dues vegades al dia

(BD) inhibeix el creixement tumoral en xenografts de cancer de pancrees en ratolins.
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L'activitat de Deltarasin (S)-4 va poder ser també confirmada
in vivo. Aixi, doncs, estudis en cél-lules d'adenocarcinoma
ductal de pancrees van demostrar la capacitat de Deltarasin
(S)-4 per a afectar la localitzacid i la senyalitzacié de Ras, aixi
com el creixement de cél-lules canceroses, mentre que estudis
addicionals realitzats en xenografts de cancer de pancrees
van confirmar que el subministrament de I'inhibidor a ratolins
provoca un estancament o disminucié del creixement tumoral
sense conseqiiéncies negatives addicionals [15]. Esperem que
aquest treball, que suposa un dels primers exemples d'inhibi-
ci6 de la senyalitzacio Ras, serveixi de base per al desenvolu-
pament de noves estratégies terapéutiques enfocades al trac-
tament de cancers caracteritzats per una senyalitzacié
oncogenica de les proteines Ras, com és el cas d'alguns can-
cers colorectals o de pancrees, ambdds amb elevats indexs

de mortalitat.

Conclusions

La biologia quimica, entesa com I's d'eines quimiques per a
I'estudi de fenomens biologics, €s un instrument imprescindi-
ble per a investigar i entendre els processos biologics. Malgrat
el gran aveng que la biologia quimica ha experimentat en I'tl-
tima década, queda encara un llarg cami per endavant, sobre-
tot en I'actual era postgenomica, per a la caracteritzacio de
proteines de funcio desconequda i la identificacio de noves
dianes terapeutiques. En aquest context, €s de gran interes el
desenvolupament de nous métodes de modificacio selectiva
de proteines mitjancant reaccions rapides i eficients que per-
metin la introduccié de marcatges (fluorofors, d'afinitat, esta-
bilitzadors, etc.) que facilitin el seu estudi per mitjans bioqui-
mics, biofisics o cel-lulars. En aquest treball exposem I'us de la
[ligacié oxiamino com a métode bioortogonal per a la modifi-
cacio i la immobilitzacio selectiva de proteines en el seu ex-
trem C-terminal. Aquesta nova aproximacio permet la modifi-
cacio de proteines de manera rapida i eficient i en condicions
molt suaus de reaccid. A més, aquesta técnica pot ser aplicada
per a la generacio de bioxips de proteines mitjancant la im-
mobilitzaci6 de proteines directament de lisats cel-lulars

i sense un pas previ de purificacio.

Addicionalment, la sintesi quimica de proteines ha experi-
mentat també un gran aveng permetent I'obtencio de pro-
teines modificades posttraduccionalment amb gran puresa i
en elevada quantitat, cosa que no era possible anteriorment

utilitzant unicament métodes de biologia molecular. Aixi,
I'aplicacio d'estrategies de biologia quimica ens ha permes la
sintesi dels oncogens K-Ras4B i Rheb completament modifi-
cats (amb la cisteina C-terminal farnesilada i metilada essen-
cial per a la seva correcta localitzacio i funcio cel-lular).
Aquestes proteines sintetitzades han estat després indispen-
sables per a la caracteritzacio de PDES i la seva funcio com a
proteina que reconeix de manera general grups farnesils i que
té un paper crucial en la solubilitzacid i el transport de pro-
teines farnesilades entre les diferents membranes cel-lulars.
La informacio obtinguda ha pogut ser posteriorment emprada
per a caracteritzar PDES com a nova diana d'interés terapéu-
tic. L'establiment d'un assaig per a estudiar la unid entre PDES
i proteines farnesilades i la seva aplicacio per al cribratge d'u-
na llibreria de compostos ha permeés la identificacio d'inhibi-
dors de la interaccio Ras-PDES que bloquegen el creixement
de cél-lules de cancer de pancrees.

Aquesta aproximacio pot suposar una nova estrategia tera-
peutica per al tractament de cancers caracteritzats per una
senyalitzacié oncogénica de les proteines Ras, associats gene-
ralment a elevats indexs de mortalitat. Aquests son només
uns quants exemples del gran potencial que té I'aplicacid
d'eines de quimica organica a I'estudi de fenomens biologics.
En aquest cas, el treball conjunt de grups de quimics i bidlegs
ha permés no només determinar la rellevancia de PDEd en la
senyalitzacid cel-lular, sind també traduir els resultats i les
informacions obtinguts en noves estratégies terapéutiques.

La biologia quimica ha tingut una contribucié essencial en
I'estudi dels processos bioldgics realitzat en I'Ultima década.
La seva capacitat per a sintetitzar molécules petites que mo-
dulin gradualment i reversible la funcié de les proteines o de
preparar biomolécules modificades com a proteines o acids
nucleics que incorporin marcatges que facilitin el seu estudi li
dona un avantatge important enfront dels metodes genetics.
Aquesta area de recerca, que ja compta amb comunitats cien-
tifiques molt importants en paisos com Anglaterra, Alemanya
i els Estats Units, esta experimentant també un creixement
significatiu entre nosaltres, tal com queda palés amb la recent
creacio del grup especialitzat en quimica biologica de la Real
Sociedad Espafiola de Quimica. Encara queden, perd, molts
reptes futurs per a aquesta area de recerca, com ara incloure
el gran dinamisme i la complexitat de les vies de senyalitzacio
cellular, desenvolupar millors fluordfors que s'adeqdiin als
nous metodes de visualitzacio d'alta resolucio, integrar els



avencos en espectrometria de masses i protedmica, aixi com
molts d'altres. Es per tots aquests motius que la quimica bio-
logica, amb la seva capacitat per a idear els estudis biologics
adequats i dissenyar i sintetitzar les molécules necessaries,
sera de ben sequr en els propers anys una eina indispensable
per a l'estudi i la caracteritzacio de nombrosos processos
biologics.
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