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DESCRIPCION
Inactivadores de sitio activo
Antecedentes de la invencion

Las enzimas de corte peptidico son especies quimicas importantes en la naturaleza que escinden moléculas de
péptidos y proteinas en regiones especificas, ya sea escindiendo la cadena principal o escindiendo un grupo o
sustituyente prostético, donde los patrones de escision se determinan mediante reconocimiento enzimatico de
subdominios de sustrato y mediante la configuracion particular de cada uno sitio activo de la enzima de corte
peptidico en el estado de transicion y/o en el estado basal. En lo sucesivo, la expresién enzima de corte se refiere a
una enzima de corte peptidico. Actualmente, entre los miembros mas importantes de esta clase de enzimas estan
las proteasas, que escinden los enlaces peptidicos y que desempefian papeles clave en los procesos patolégicos de
muchos organismos patégenos. Otros miembros importantes incluyen, por ejemplo: proteina fosfatasas, que son
importantes en la regulacion fisiolégica de la actividad enzimatica; esterasas, tales como esterasas de aminoacidos;
enzimas que escinden cadenas laterales basadas en sacaridos de proteinas; enzimas que escinden lipoproteinas o
proteinas funcionalizadas con lipidos; y enzimas que escinden los cofactores de las proteinas. Notese que la
mayoria de las enzimas proteoliticas también catalizan la hidrélisis de un enlace éster, por lo tanto, un avance
cientifico en la manipulacion de la quimica de una categoria de escision enzimatica puede ser transferible a otras
categorias reactivas de escision.

La utilidad de inhibir enzimas de corte se ilustra mediante inhibidores de proteasa, que se encuentran entre las
clases mas prometedoras de farmacos para el tratamiento de una amplia variedad de enfermedades devastadoras,
que incluyen, pero no se limitan a SIDA, cancer, malaria, diabetes, enfermedad de Alzheimer y artritis. Estas
enfermedades proliferan usando proteasas para escindir las proteinas celulares, debilitando y potencialmente
matando al huésped. Los farmacos inhibidores de proteasa tratan estas enfermedades inhibiendo la proteasa
patolégica. Hasta hace poco, la mayoria de estos farmacos se producian mediante un mecanismo de prueba y error
(Appelt y col., 1991). Para combatir los problemas inherentes a este proceso aleatorio, el disefio racional de
farmacos se introdujo e implementé en la década de 1990 (Appelt y col., 1991). El disefio racional de farmacos
emplea compleja modelizacién informatica tridimensional, quimica combinatoria y cribado de alto rendimiento (HTS).
Este avance allan6 el camino para el desarrollo de inhibidores de la proteasa del VIH (Vacca y col., 1994, Erickson y
col., 1990, Roberts y col., 1990). Los éxitos de los inhibidores de proteasa también se han observado para otros
trastornos, incluida la hipertension arterial (Radzicka y Wolfenden, 1996).

La quimioterapia con inhibidores de proteasa antiparasitarios ha demostrado ser eficaz en modelos animales. Se ha
demostrado que los dipéptidos derivatizados con fluorometilcetona curan la malaria murina (Rasnick, 1985); los
dipéptidos derivatizados con vinilsulfona pueden curar la infeccion de la leishmaniasis cutanea (Palmer y col., 1985)
y la replicacion de la enfermedad de Chagas por Trypanasoma cruzi en modelos animales (Bromme y col., 1996); y
los inhibidores de cisteina proteasa pueden detener o curar modelos animales de esquistosomiasis (Rasnick, 1985).
Ademas, las investigaciones han demostrado que se pueden conseguir curas totales de la carga de parasitos letales
con regimenes de dosificacion de inhibidores de proteasa clinicamente aceptables (Bromme y col., 1996) y mediante
vias de administracion oral (Klenert y col., 1992). Finalmente, la falta de toxicidad observada en muchos tratamientos
con inhibidores de proteasa, incluso cuando el inhibidor no era completamente especifico para su diana, ha atraido
una atencion significativa hacia estos compuestos como plataformas atractivas para el desarrollo de quimioterapia.
Esta ausencia de efectos secundarios del huésped puede estar relacionada con la falta relativa de redundancia en
las proteasas de organismos extrafios en comparacion con los sistemas de mamiferos en los que residen (McKerrow
y col., 1999). Ademas, las proteasas del huésped pueden simplemente exceder la concentracion de proteasas
dentro del organismo extrafio. Ademas, los patégenos pueden adaptarse naturalmente a la ingesta y, en
consecuencia, concentrarse los inhibidores de peso molecular pequefo. De hecho, el desarrollo de modelos
animales para enfermedades infecciosas ha demostrado el atractivo de los inhibidores de proteasa para el modelo
de disefio racional de farmacos.

El disefio racional de farmacos tiene, no obstante, limitaciones graves con respecto a la velocidad (Service, 2000), el
coste (Service 2000) y la eficacia (Ladbury y Peters, 1994). Por ejemplo, una mayoria significativa de estructuras de
cristal de rayos X para dianas prospectivas que emplea el disefio racional de farmacos no estan disponibles
(Service, 2000). En consecuencia, la mayoria de las dianas farmacoldgicas conocidas son inexplotables a través de
este paradigma experimental. Incluso para el 1 % de dianas explotables, se producen tasas de fallo tremendas
debido a la falta de un algoritmo eficiente que pueda conducir a un compuesto de partida eficaz (Ladbury y Peters,
1994; Lahana, 1999). Para los métodos que se basan en los mecanismos de cribado tradicionales, los sistemas aun
no son logicos y requieren un desarrollo mas racional en los algoritmos heuristicos. Se estima que solo 1 de cada
10.000 compuestos de partida se convierten en farmacos finales (Parril y col., 1999). De hecho, muchos de los
farmacos mas eficaces en el mercado hoy en dia, incluyendo CAPTROPRIL (agente antihipertensivo),
PREDNISONA (agente antibacteriano) y PRAZIQUANTEL (agente antiparasitario), se han descubierto por pura
casualidad (Kubinyi, 1999). El resultado de la ineficacia del disefio racional de farmacos es que solamente se
producen entre 40 y 45 nuevos farmacos al afio (Kubinyi, 1999). En consecuencia, un tercio del mundo no tiene
medicacion basica (Service, 2000). Claramente, existe la necesidad de un algoritmo mejor para reducir el fallo en la
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fase de descubrimiento del compuesto de partida del desarrollo de inhibidores de proteasa.

El documento WO 00/63350 A1 desvela una cisteina proteinasa de la pared de un quiste de Taenia, inhibidores de
la misma y composiciones farmacéuticas que comprenden una molécula inhibidora que inhibe la actividad de una
cisteina proteasa de la pared de un quiste y un portador farmacéuticamente aceptable. En particular, se describen
inhibidores de fluorometilcetona potenciales que suprimen la actividad de una cisteina proteasa diana purificada a
partir de Taenia solium.

El documento WO 00/09653A1 se refiere a métodos de identificacion de inhibidores de catepsina K y métodos de
disefio de inhibidores de catepsina K usando datos estructurales vy fisicos basados en la estructura cristalografica de
procatepsina K.

White y col., describen en el documento Am. Soc. of parasitologists 1996, vol. 82, N.° 2 en las paginas 7 a 10,
inhibidores de proteasa generales contra la proteasa de Taenia saginata purificada.

White y col., se refieren, en el documento Mol. Biochem. Parasit. 1997, paginas 243 a 253, a la purificacion y
caracterizacion de cisteina proteasa a partir de quistes de Taenia crassiceps.

Barrett y col., desvelan, en el documento Biochem. J. 1982, paginas 189 a 198, E64, que es un inhibidor de enzimas
disponible en el mercado. Especificamente, este inhibidor se describe en esta referencia como especifico para
cisteina proteasas. Algunos de los componentes clave descritos son la naturaleza del sitio activo de interaccion entre
E64 y el sitio activo de la enzima, métodos para determinar la molaridad de las enzimas, constantes de velocidad de
inactivacion para la inhibicion de las varias enzimas conocidas y una comparacion entre EP-475 y E64.

Sumario de la invenciéon

La presente invencién se refiere a un método para identificar un inhibidor de enzima de corte peptidico que
comprende:

a. realizar un ensayo de sustrato de baja kcat poniendo en contacto cada uno de una pluralidad de sustratos con
una enzima de corte peptidico diana para identificar al menos un sustrato peptidico de alta kcat y al menos un
sustrato peptidico de baja kcat que es poco escindible por la enzima de corte peptidico diana, en el que el
sustrato peptidico de baja kcat tiene una tasa de escindibilidad de menos del 35 % de la tasa de escindibilidad
del sustrato mas altamente escindido en el ensayo; y

b. realizar un ensayo de union competitiva al sitio activo de la enzima usando la enzima de corte peptidico diana,
al menos un sustrato de alta kcat identificado en la etapa a. y al menos un sustrato de baja kcat identificado en la
etapa a. e identificar de este modo al menos un sustrato de baja kcat que es un inhibidor de la union al sitio
activo, que inhibe la escisiéon del al menos un sustrato de alta kcat por la enzima de corte peptidico diana
mediante unién al sitio activo de la enzima de corte peptidico diana, identificando de este modo un inhibidor de
enzima de unién al sitio activo de baja kcat que comprende un nucleo de aminoacidos o nucleo peptidico.

Preferentemente, el sustrato de baja kcat tiene una tasa de escindibilidad de menos del 20 % de la tasa de
escindibilidad del sustrato mas altamente escindido en el ensayo.

Ademas, se prefiere que el sustrato de baja kcat tenga una tasa de escindibilidad de menos del 10 % de la tasa de
escindibilidad del sustrato mas altamente escindido en el ensayo.

Preferentemente, el ensayo de union competitiva al sitio activo de la enzima comprende la valoracion de la union del
sustrato a la enzima empleando un método espectroscopico seleccionado entre el grupo que consiste en
espectroscopia de resonancia magnética nuclear, espectroscopia infrarroja, espectroscopia ultravioleta-visual,
espectroscopia fluorométrica, espectroscopia fosforométrica, espectroscopia de masas y espectroscopia de
microondas.

Ademas, se prefiere que realizar el ensayo de sustrato de baja kcat comprenda valorar la kcat del sustancia para la
enzima empleando un método espectroscopico seleccionado entre el grupo que consiste en espectroscopia de
resonancia magnética nuclear, espectroscopia infrarroja, espectroscopia ultravioleta-visual, espectroscopia
fluorométrica, espectroscopia fosforométrica, espectroscopia de masas y espectroscopia de microondas.

Preferentemente, el método comprendia ademas las etapas adicionales de seleccionar un analogo funcional y
estructural del inhibidor de baja kcat y realizar un ensayo de inhibiciéon usando la enzima de corte peptidico diana y
al menos un analogo estructural del inhibidor de baja kcat para identificar al menos un inhibidor de baja kcat.

Ademas, se prefiere que el método comprenda ademas valorar la selectividad del inhibidor de baja kcat con respecto
a enzimas de la misma clase que la enzima de corte peptidico diana con el fin de determinar si el inhibidor es
selectivo para la enzima de corte peptidico diana.
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Preferentemente, el método comprende ademas determinar condiciones 6ptimas de escisién del sustrato para la
enzima de corte peptidico diana antes de poner en contacto la enzima de corte peptidico diana con la pluralidad de
sustratos.

Ademas, se prefiere que el inhibidor de enzima de corte peptidico comprenda un nucleo de aminoacidos o un nucleo
peptidico que contiene entre 1 y 9 residuos de aminoacidos.

Preferentemente, el nicleo de aminoacidos o nucleo peptidico contiene entre 1 y 6 residuos de aminoacidos.
Ademas, se prefiere que el nicleo de aminoacidos o nucleo peptidico consista en 1, 2 o 3 residuos de aminoacidos.

Preferentemente, el nucleo de aminoacidos o nucleo peptidico comprende uno o mas residuos del grupo que
consiste en L-aminoacidos, D-aminoacidos, aminoacidos derivatizados y aminoacidos modificados.

Ademas, se prefiere que el nicleo de aminoacidos o nucleo peptidico esté compuesto enteramente o en parte por
analogos peptidicos seleccionados entre el grupo que consiste en: beta-aminoacidos, peptoides y aminoacidos en
los que uno o mas atomos han sido sustituidos por diferentes elementos atémicos o por grupos funcionales.

Preferentemente, el nlicleo de aminoacidos o nucleo peptidico comprende dos 0 mas aminoacidos enlazados
mediante un enlace diferente de un enlace peptidico.

Ademas, se prefiere que la enzima de corte peptidico diana se proporcione como una enzima purificada o en una
mezcla en bruto.

Preferentemente, el método de la reivindicacion 1, que comprende ademas antes de realizar el ensayo de unién al
sitio activo de la enzima, determinar un intervalo de pH éptimo de aproximadamente 2 unidades de pH para la
reaccion de escision.

Ademas, se prefiere que el método comprenda realizar un ensayo de unién competitiva en un nimero seleccionado
de sustratos de baja kcat, en el que realizar el ensayo de unién competitiva comprende, para cada sustrato de baja
kcat seleccionado:

- realizar un primer ensayo de unién competitiva usando la enzima de corte peptidico diana, una primera poblacion
de sustratos de alta kcat, y el sustrato de baja kcat seleccionado para identificar una pluralidad de inhibidores de
baja kcat;

- para cada inhibidor de baja kcat, realizar un segundo ensayo de unidon competitiva usando la enzima de corte
peptidico diana, una segunda poblacion de sustratos de alta kcat y el inhibidor de baja kcat, en el que la segunda
poblacion de sustratos de alta kcat incluye un mayor numero de sustratos que la primera poblacion de sustratos
de alta kcat; y

- cuantificar el efecto inhibidor de los inhibidores de baja kcat para dar una lista ordenada de inhibidores de baja
kcat.

Preferentemente, un grupo de bloqueo esta ubicado en un sitio seleccionado entre la siguiente combinacion: el
extremo C del nucleo peptidico; el extremo N del nucleo peptidico.

Ademas, se prefiere que la enzima se seleccione entre el grupo que consiste en: proteasas, proteina fosfatasas,
esterasas, enzimas que escinden cadenas laterales basadas en sacaridos de proteinas, enzimas que escinden las
lipoproteinas o proteinas funcionalizadas con lipidos y enzimas que escinden los cofactores de las proteinas.

Preferentemente, el nucleo de aminoacidos o nucleo peptidico comprende uno o mas residuos del grupo que
consiste en L-aminoacidos, D-aminoacidos, aminoacidos derivatizados y aminoacidos modificados.

Ademas, se prefiere que el nicleo de aminoacidos o nucleo peptidico esté compuesto enteramente o en parte por
analogos peptidicos seleccionados entre el grupo que consiste en: beta-aminoacidos, peptoides y aminoacidos en
los que uno o mas atomos han sido sustituidos por diferentes elementos atémicos o por grupos funcionales.

Preferentemente, el nlicleo de aminoacidos o nucleo peptidico comprende dos 0 mas aminoacidos enlazados
mediante un enlace diferente de un enlace peptidico.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Diagramas de energia libre para diversos perfiles y escenarios de catalisis enzimatica; a partir de Murphy,
1995. Biochemistry. 34(14): 4507-4510: (a) Diagramas de energia libre para diferentes concentraciones de sustrato
S en reacciones catalizadas y sin catalizar. Panel izquierdo: Perfil . S<Km de modo que la enzima esté en una
configuracion de unién "floja" con el sustrato. Panel derecho: Perfil II. S>Km de modo que la enzima esté en una
configuracion de unién "fuerte" con el sustrato. La nomenclatura debajo de la figura indica la derivacion de diversas
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constantes de energia libre a las que se hace referencia en el texto. Dado que se sabe que la catdlisis se produce
para las enzimas similares al Perfil Il, este grafico demuestra como las interacciones de unién fuerte no tienen que
ser ineficientes para la renovacion del sustrato, siempre que se utilicen para la catalisis; (b) diagrama de energia
libre para la catalisis impulsada por la estabilizacién del estado de transiciéon para un escenario de Perfil Il donde TSc
disminuye. En este escenario, el estado de transicion disminuye de TSct a TSc2, dando como resultado un aumento
neto de AGg de la situacion 1 a la situacion 2. Por lo tanto, un aumento de AAGB es el sello distintivo del efecto de
estado de transicién. Dado que AGes no se modifica en este grafico, el 100 % de la energia de unién adicional se
utiliza para la catalisis. Esta propiedad y el aumento en AAGb es la definicion de un acontecimiento catalitico
impulsado por la estabilizacion del estado de transicion, siendo este ultimo el parametro catalitico definitorio; (c)
diagrama de energia libre para catalisis impulsada por desestabilizacion del estado basal para un escenario de perfil
Il donde ES disminuye y TSc no se modifica. Desde el panel izquierdo al panel derecho, ES disminuye, mientras TS
permanece sin cambios. En consecuencia, AAGb permanece constante aunque se observe catalisis (por lo tanto, la
energia libre de union de enzima/estado de transicion no cambia). EI AAGb constante en el caso donde se ha
producido catalisis, es el parametro cinético definitorio para un acontecimiento de renovacion del sustrato impulsado
por catalisis; (d) diagrama de energia libre para un cambio de union uniforme. Desde el panel izquierdo al panel
derecho, ES y TS¢ disminuyen en paralelo y la misma cantidad. AAGb ha aumentado aunque no se ha observado
catalisis. Por lo tanto, no existe diferencia neta entre los estados catalizado y sin catalizar. Este es el sello distintivo
de un cambio de unién uniforme.

Figura 2. Nomenclatura estandar de residuos implicados en la unién enzima/sustrato: S, aminoacido en la enzima; P,
aminoacido en el sustrato; el enlace cortable que es escindido esta entre el sitio P1 y el sitio P1' en el sustrato.

Figura 3. Un esbozo esquematico de etapas seleccionadas del método de la invencion para identificar inhibidores
del sitio activo de una proteasa diana.

Figura 4. (a) Representacion grafica de un ensayo de sustrato que utiliza un panel de sustratos y cisteina proteasa
de Taenia solium purificada (etapa Il). El panel izquierdo representa la escision de tripéptidos y dipéptidos enlazados
a AFC por la enzima purificada. El panel derecho representa la escision de monopéptidos individuales por la enzima
purificada. Cada valor es la media de ensayos realizados por triplicado. (b) Representacion grafica de un ensayo de
sustrato utilizando un panel de sustratos con mezcla en bruto de Taenia solium (etapa Il). El panel izquierdo
representa la escision de tripéptidos y dipéptidos enlazados a AFC por la mezcla en bruto. El panel derecho
representa la escision de monopéptidos por la mezcla en bruto. Cada valor es la media de ensayos realizados por
triplicado.

Figura 5. Ensayo competitivo que mide el porcentaje de inhibicion de la escisién de AFC de un coctel con (a) cisteina
proteasa de Taenia solium purificada y (b) mezcla en bruto de Taenia solium (etapa Ill). coctel al 1,4 % = Z-FR-AFC,
coctel al 2,9 % = Z-FR-AFC + Z-FAR-AFC, coctel al 4,4 % = Z-FR-AFC + Z-FAR-AFC + Z-AAK-AFC, coctel al 5,9 %
= Z-FR-AFC + Z-FAR-AFC + Z-AAK-AFC + AP-AFC, coctel al 7,4 % = Z-FR-AFC + Z-FAR-AFC + Z-AAK-AFC + AP-
AFC + Z-VLR-AFC.

Figura 6. Degradacion de IgG de cadena pesada mediante cisteina proteasa purificada de Taenia solium. Se incubd
IgG humana durante 18 horas con cisteina proteasa (CP) purificada de T. solium. Los tubos incubados se
fraccionaron posteriormente mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras, se transfirieron sobre una membrana
de PVDF y se visualizaron usando complejo de biotina-peroxidasa conjugada-estreptavidina biotinilado anti-lgG
(cadena pesada/cadena ligera), y quimioluminiscencia potenciada. Las bandas representan cadenas pesadas. La
ausencia de cadenas pesadas y ligeras (bandas de cadena ligera no mostradas) sugiere que las proteinas estan
descompuestas en péptidos.

Figura 7. Perfil de inhibicion para (a) cisteina proteasa de Taenia solium purificada, y (b) mezcla en bruto de Taenia
solium, usando inhibidores que emplean diversos reactantes inactivadores para las principales hipétesis del nicleo
del vehiculo. Cada valor es la media de ensayos realizados por triplicado. Iso7, 3,4-dicloroisometilcoumarina; iso8, 4-
cloro-3-(4-f-bencil)oxiisocoumarina; iso9, 7-EtNHCONH-4-Cl-3-OMe-isocoumarina; iso10, 7-(M-NO,-CgH4)CONH-4-
CI-3-OPr-isocoumarina.

Figura 8. (a) Muestra graficamente el efecto del tratamiento con Z-LLY-FMK de ratones BALB/c provocados con
quistes de Taenia crassiceps. A cada raton tratado se le preinyecté por via intraperitoneal inhibidor durante dos dias.
Durante la fase de tratamiento, cada raton tratado recibio 1,48 X 102 pg/ul de N2 diariamente durante tres semanas
y cada dos dias durante la ultima semana. Las inyecciones se llevaron a cabo en 150 pl de dimetilsulféxido para
cada ratén. Tanto los grupos tratados como los controles positivos se provocaron por via intraperitoneal con 10
quistes de Taenia crassiceps en 200 pl de PBS 0,15 M en el momento de la infeccién inicial. Después de un mes de
infeccion, ambos grupos fueron sacrificados y los quistes se extirparon lavando con PBS 0,15 M estéril. Un minimo
de dos quistes fijados se puntuaron como multilobulados (ML). Tras la inspeccion visual, ningdn ratén mostré efectos
de toxicidad por inhibidor. (b) Representa graficamente el efecto del tratamiento con inhibidor de proteasa de ratones
BALB/c provocados con quistes de Taenia crassiceps durante un periodo de larga duracién. Los ratones se
dividieron en grupos tratados y sin tratar (5 ratones/grupo). A cada ratén en el grupo tratado se le preinyectd por via
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intraperitoneal con inhibidor durante dos dias. Posteriormente, todos los grupos fueron provocados con 10 quistes de
T. crassiceps en 200 pl de PBS 0,15 M. El tratamiento con inhibidor o placebo (PBS 0,15 M) se llevo a cabo cada dia
durante 30 dias después de la provocacion. Los quistes se dejaron en solitario (sin tratar) durante 5 meses, y a
continuacion se sacrificaron. Los quistes se contaron a continuaciéon mediante inspeccion visual. El porcentaje de
proteccion se basa en la reduccién del numero total de quistes en comparacién con ratones de control, que nunca
recibieron tratamiento alguno.

Figura 9. Microscopia electrénica de barrido de la superficie de quistes extirpados de ratones sin tratar frente a
quistes extirpados de ratones tratados. Los aumentos son idénticos para ambos portaobjetos en cada panel. Panel A
(4000x). La MEB muestra una vigorosa respuesta inmunitaria del huésped en quistes tratados con LLY-FMK. No se
observaron células inmunitarias en quistes extirpados de ratones sin tratar. Panel B (25.000x). Los resultados de
MEB muestran fibroblastos, orificios en el tegumento, y microtriquias desprendidas en quistes de ratones tratados.
Puede verse que las microtriquias en ratones tratados son visiblemente mas largas. También se observaron anclajes
visibles para el grupo de quistes sin tratar, mientras que estos anclajes no se observaron en microtriquias de quistes
tratados.

Figura 10. Muestra graficamente que la respuesta estimulada de esplenocitos de ratén a Con-A no resulta afectada
en presencia de los inhibidores de proteasa Z-LLY-FMK y Z-LLL-FMK. El eje y indica proliferacién celular en
recuentos por minuto.

Figura 11. Muestra graficamente el efecto de inhibidores después de 96 horas de incubacion sobre esplenocitos de
BALB/c segun lo medido mediante la captacion de Azul de Tripano.

Descripcion detallada de la invenciéon
PARTE I. TEORIA
A. Modelos de catalisis enzimatica

El método para el desarrollo de inhibidores de proteasas proporcionado por la invencién se basa en una integracion
poco probable y novedosa de una serie de supuestos diferentes derivados de varias teorias dispares de catalisis
enzimatica. Algunas de nuestras principales suposiciones provienen del modelo de enzima "sitio dividido", formulado
por Menger (1992) y mas tarde avanzado por Murphy (1995), que predice que el sitio activo de una enzima esta
compuesto por centros de union y reaccion discretos e independientes. Este concepto se avanzé primero en 1950
con la propuesta de que la acetilcolinesterasa se caracteriza por un sitio de unién compuesto por un anién que se
une al grupo de amonio cuaternario de la acetilcolina y un sitio reactivo especifico de éster que causa el
acontecimiento de hidrdlisis de éster real (Bergmann y col., 1950). Aunque la teoria del sitio dividido es una
idealizaciéon para describir los acontecimientos de la interaccion enzima/sustrato (ES), proporciona un marco util
sobre el que se pueden disefar inhibidores de proteasa. De esta manera, la teoria del "sitio dividido" es superior a la
teoria popular conocida como la posicion "fundamentalista” de la catalisis enzimatica (Schowen 1978).

La posicién “fundamentalista” de la catalisis enzimatica

La posicion "fundamentalista” de la catalisis enzimatica postula que la descripcion de Pauling (Pauling 1946, Pauling
1948) de la estabilizacion del estado de transicion (TS) es el mecanismo primario para la catalisis enzimatica. De
hecho, la teoria del estado de transicion existe desde hace casi 60 afios y tiene sus raices en la prediccion precisa
de las velocidades de reaccién en fase gaseosa para las reacciones de diatomo-diatomo, asi como las reacciones
bimoleculares de atomo-diatomo, incluso cuando se incluyen correcciones de tunelizacion. (Kraut, 1988). Hay dos
suposiciones importantes para la teoria del estado de transicién. Primero, la descomposiciéon del estado de
transicion controla la velocidad enzimatica y segundo, el complejo de estado de transicion esta en equilibrio con los
reactantes. La ecuaciéon fundamental basica para la teoria del estado de transicion es k = kvK, en la que k es la
constante de velocidad observada en condiciones experimentales, k es el coeficiente de transmisién, v es la
frecuencia de oscilacion en modo normal del estado de transicion en la coordenada de reaccion y K es la constante
de equilibrio para la formacion del estado de transicion a partir de los reactantes (Kreevoy y Truhlar, 1986).

Dos perfiles son relevantes para la estabilizacion del estado de transicion (Menger 1992), y se hara referencia a ellos
en todo el documento. En el primer perfil (perfil I-figura 1a ), la concentracion de sustrato (S) es menor que la Km de
la enzima (E) para el sustrato (S), de modo que la energia de unién aparente del complejo enzima/sustrato (ES) es
menor (mayor Km) que la de E+S. Por lo tanto, la energia libre de ES es mayor que la energia libre de E+S. En el
segundo perfil (perfil ll-figura 2a), la concentracion de sustrato (S) es mayor que la Km de la enzima (E) para el
sustrato (S) de modo que la energia de unién aparente de ES es mayor (menor Km), y la energia libre de ES es, por
lo tanto, menor que el nivel de E+S.

Una suposicion importante en ambos casos es que un complejo mas compacto entre E y S conducira a una menor
energia libre de ES (el estado basal). Basandose en estos modelos, la posicion “fundamentalista” (Schowen, 1978)
sobre la catalisis es que la compacidad de un complejo ES no tendra ningun efecto en un escenario de perfil | (dado
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que ES siempre es mayor que E+S, no influye en la catalisis dado que AGcat no resulta influido) o que decelerara la
catalisis en un escenario de perfil Il, dado que la energia libre global para la catalisis aumenta (AGcat aumenta). Por
lo tanto, la teoria fundamentalista predice que las interacciones de reactantes en estado basal son ineficientes (perfil
I) y pueden, incluso, obstaculizar el acontecimiento catalitico (perfil Il) en algunos casos. Sin embargo, hay un
defecto clave en esta observacion tedrica (Murphy, 1995) dado que existen numerosos ejemplos de interacciones
fuertes en estado basal entre ES que se sabe que son beneficiosas para la catalisis.

Modelo de sitio dividido

El modelo de “sitio dividido” de Menger (1995) es un avance respecto a la teoria fundamentalista clasica (Schowen,
1978). Ofrece una elegante propuesta que rectifica el defecto en la prediccion incorrecta de que las interacciones
fuertes en estado basal son ineficientes, y por lo tanto explica la paradoja en la teoria fundamentalista. El problema
con la posicién fundamentalista es que trata la union y la reactividad entre ES como si tuviera lugar en un “centro”
espacial. La esencia de la teoria de “sitio dividido” es, por el contrario, que las interacciones de estado basal (ES) y
estado de transicion (TS) pueden describirse como la suma de los energéticos que avanzan entre una region de
unioén discreta (ESg y TSg) de la enzima asi como una region reactiva discreta de la enzima (ESr y TSg). En otras
palabras, la enzima puede describirse como un "sitio dividido" en el que la energia libre de ES es igual a ESg + ESg
y la energia libre de TS es igual a TSg + TSg (con B y R representando el centro de union y el centro de reaccion
independientes, respectivamente). La energia de ES dicta Km. La conversion de energia de union en catalisis dicta
kcat. Cabe destacar que, como se usan en el presente documento, los términos "E+S", "ES", y "TS" pueden referirse
a la entidad fisica de esas especies o la energia libre de esas especies en una coordenada de reaccion,
dependiendo del contexto.

Varias suposiciones sustentan el modelo de sitio dividido. En primer lugar, los energéticos en los centros ESg en los
niveles de estado basal y estado de transicion son siempre estabilizantes y atractivos (por ejemplo, formacion de
puentes de hidrégeno, fuerzas de Van der Waals e idnicas). En segundo lugar, los energéticos en el centro ESg son
siempre desestabilizantes (por ejemplo, debido a tareas energéticamente caras como desolvatacion, tension a partir
de cambios conformacionales de la enzima para rodear al sustrato y cambios de tensién debidos a la "flexion del
sustrato"). Los grupos cataliticos estan ubicados en el centro de reaccion. Dado que ninguna reaccion tiene lugar
entre los grupos cataliticos a nivel basal, ESg solamente puede ser dominado mediante efectos desestabilizantes y
un consecuente aumento de energia libre. ESg esta, como consecuencia, siempre a una energia menor que ESg. En
tercer lugar, las fuerzas estabilizantes en ESg se conservan en TSg. Esto no implica que la intensidad de las fuerzas
estabilizantes sea la misma entre ESg y TSg. (De hecho, numerosos ejemplos en la técnica demuestran que las
fuerzas en ESg estan reforzadas en TSg). Sin embargo, es el origen y el destino de las fuerzas que se originan en
ESg los que se conservan en TSg. De hecho, diversos ejemplos de este tipo de conservacion son conocidos en la
técnica.

Por ejemplo, tanto la cisteina (Kamphuis, 1984) como la serina proteasas (Polgar, 1988) emplean un orificio de
oxianion. Esta estructura cumple una importante funcién de unién para el sustrato P1 carbonilo tanto en el estado
basal en ESg como en el estado de transicion en TSg. La cristalografia de rayos X ha demostrado que muchos de
los contactos de unién importantes establecidos en el estado basal, de hecho, se comparten en el estado de
transicion en muchas enzimas. De hecho, los contactos en ESg y TSg, asi como su conservacion son de primordial
importancia, dado que las caracteristicas estructurales especificas que estos confieren pueden ser una fuente de
explotacién por parte de un inhibidor.

En otro ejemplo, una quiralidad Gnica esta presente en TSg mediante la formaciéon de un aducto tetraédrico que se
forma como resultado de reacciones de desplazamiento en los atomos de carbono hibridados del sustrato sp2
(Wolfenden, 1999). Las interacciones de unién que son la base de esta quiralidad comienzan mediante contactos
débiles formados en ESg, pero no emanan de E+S o de los productos. Basandose en la descripcidén anterior, es
notable que la geometria de los atomos del sustrato, mientras esta complejado con la enzima (proporcionando estos
atomos interacciones de unién), no es igual que la geometria del sustrato mientras esta libre en solucién. Por lo
tanto, las interacciones de unién, asi como su geometria consecuente, se crean en ESg y posteriormente, se
comparten (y se refuerzan) en TSg. Por lo tanto, la importancia de la "union" se manifiesta tanto en interacciones de
union asi como en su geometria implicita - que definen ambas el concepto de "conservacion" en ESg y TSg como se
presenta en el presente documento. De hecho, son dichas caracteristicas estructurales las que contribuyen a la
capacidad de una enzima para discriminar entre un sustrato libre y una que esta experimentando tension para
formar ES asi como TS.

La importancia de estas observaciones es que un inhibidor potencial no solamente debe aprovechar las propias
fuerzas de union, sino también la geometria de los atomos que componen esas interacciones de union en ES. Tal
como se describe mas adelante, creemos que un defecto clave en el paradigma tradicional que desarrollo de
inhibidores es que no permite la explotaciéon completa de estas interacciones de unién.

El corolario alternativo a las observaciones anteriores es que las interacciones desestabilizantes en ESg no se
conservan en TSg. Por ejemplo, acontecimientos tales como la desolvatacion en ESr ya se produjeron antes de que
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se alcanzara el estado de transicion en TSg. Dado esto, puesto que TSk es la ubicacion donde los grupos cataliticos
realmente reaccionaran, se esperaria que TSg se estabilice para un analogo de sustrato altamente escindible, con la
disminucion de su energia que conduce a la mejora de la velocidad catalitica. Se espera la consecuencia opuesta
(inhibicion) si TSg se desestabiliza por una fuerza desestabilizante tal como un electréfilo en un inhibidor enzimatico
(véase la etapa VIl para una descripcion de dichos electréfilos). El punto principal aqui es que el acontecimiento
catalitico real no se produce en el estado basal (por ejemplo, la triada catalitica de cisteina y serina proteasas solo
reacciona en TSg, no ESg), y a menudo, un inhibidor del nivel de estado de transicion ejercera sus efectos
contrarrestando la estabilizacion de TSk.

La descripcion anterior del modelo de sitio dividido de catalisis enzimatica identifica el marco para el argumento de
los inventores, presentado mas adelante, que postula una debilidad significativa en el disefio tradicional de
inhibidores de proteasa. Proporciona, ademas, una base para como el disefio de inhibidores de la presente
invencién supera esta problema.

Principios relevantes adicionales de cinética enzimatica
Kcat, Km y Kcat/Km

Dado que existen multiples maneras de ver la catdlisis enzimatica, es importante revisar las suposiciones con
respecto a los valores de kcat, Km y Kcat/Km, ya que se aplican al marco definido de los inventores para la cinética.
Kcat, una constante de velocidad de primer orden, se define como el nimero maximo de moléculas de sustrato
convertidas en productos por sitio activo de enzima por unidad de tiempo, o el nUmero de veces que la enzima se
convierte por unidad de tiempo. En el grafico del estado de transicién, kcat es simplemente la diferencia entre los
puntos mas altos y mas bajos en un diagrama de energia. Por lo tanto, en el caso de la cinética de perfil | (donde
S<Km), es la diferencia entre las energias de E + S y TS, mientras que en la cinética de perfil Il (donde S>Km), es la
diferencia entre las energias de ES y TS. Kcat/km es la constante de velocidad aparente de segundo orden que se
refiere a la concentracion de enzima libre en lugar de total a bajas concentraciones de sustrato en la que Km>S de
modo que la velocidad de reaccion, v, es igual a E * S * kcat/Km. Este resultado se mantiene a cualquier
concentracion de sustrato y es significativo, ya que se refiere a las propiedades de la reaccion de enzima libre y
sustrato libre. Ademas, el valor de kcat/Km no puede ser mayor que el control de difusion (10%-10°%), que es
normalmente caracteristico de las enzimas "6ptimamente evolucionadas" (Albery y Knowles, 1977). La velocidad
catalitica se describe mediante una tercera constante que se refiere a los moles de producto producidos por mol de
enzima/segundo. Tradicionalmente, se entiende que la maximizacion de kcat/Km es paralela a la maximizacion de la
velocidad (Fersht, 1985).

Existen tres suposiciones principales para kcat/Km (Fersht, 1985):
1. Valores altos de kcat/Km designan complementariedad de la enzima a un estado de transicion

Un kcat/Km alto es un reflejo de maxima complementariedad de la enzima hacia el estado de transicion del sustrato.
Se supone que este es el caso especialmente en situaciones donde la estabilizacién del estado de transicion es el
modo principal de catalisis enzimatica. (En opiniéon de muchos, la desestabilizacion del estado basal tampoco debe
ser ignorada como un mecanismo para la catalisis)

2. kcat/Km es una constante de especificidad

La segunda suposicion es que kcat/Km es una constante de especificidad, de modo que un valor alto designa una
alta especificidad hacia un sustrato dado. En este contexto, "especificidad" se refiere a la capacidad de una enzima
para discriminar entre sustratos diferentes. Mientras que los sustratos grandes se pueden discriminar simplemente
por su volumen estérico, la discriminacion de sustratos mas pequefios es una tarea mas desafiante y esta en funcion
tanto de la uniéon (Km) como de la renovacion (kcat). En pocas palabras, como se entiende en la técnica, ninguno de
estos parametros cinéticos, solo, sera suficiente para una caracterizacion de la especificidad, pero su combinacién si
lo sera.

Con el fin de be "especifica", una enzima deba ser capaz de distinguir caracteristicas estructurales en un sustrato
que son Unicas para su forma activada (por ejemplo, su estado de transicion). Tradicionalmente, se ha entendido
que un conjunto de sutiles diferencias estructurales colectivas entre el sustrato en su estado basal y el sustrato en su
estado de transicién son empleadas por la enzima como un mecanismo de distincion para especificidad. Se deduce
que un inhibidor efectivo puede explotar potencialmente ese conjunto colectivo, pero cémo lo hace es
completamente desconocido (Wolfenden, 1999). La ubicacién de las diferencias estructurales puede estar en
posiciones de sitios no activos asi como aquellas que estan cerca o en el sitio activo. Se sugiere, basandose en el
modelo de sitio dividido, que las diferencias estructurales contribuyen colectivamente a la energia de unién en ESg
que se conserva y se refuerza en TSg. En consecuencia, un inhibidor debe caracterizarse por la capacidad de
explotar las fuerzas de unién que se conservan entre ESg y TSg. Sin embargo, dado que todo este "conjunto" de
fuerza de union esta altamente conectado, se deduce que el acontecimiento de unién a enzima también esta
intimamente relacionado con los acontecimientos de reactividad enzimatica (a diferencia de lo que sugeriria el
modelo de sitio dividido, como se describira a continuacion). Mas adelante se describe cémo, en muchos casos, un
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Unico residuo enzimatico contribuira tanto a la unién como a la reactividad, de modo que las funciones de unién y
reactividad no estan tan desconectadas como postula el modelo de sitio dividido.

Sin embargo, el punto principal aqui es que, debido a la naturaleza interconectada de este conjunto de interacciones
(Ma y col., 2000) en los centros de unién y de reactividad es dificil aprovechar simultdneamente los acontecimientos
de unién y reactividad. De hecho, es raro encontrar un inhibidor que sea capaz de prevenir exclusivamente la
disminucion del estado de transicion (funcion de reactividad), sin alterar la energia de unién favorable de ESg y TSg
(funcion de union). Esta puede ser una razoén por la cual histéricamente ha sido dificil producir un inhibidor del
estado de transicion de alta calidad. Ademas, como se vera mas adelante, se postula que la manera especifica por
la cual surge esta complejidad proviene de la adiciéon de un "resto reactivo" al nucleo del péptido de union fuerte (un
procedimiento tradicional en la construccion de analogos de estado de transicion).

3. Las enzimas Optimamente evolucionadas con altas velocidades se caracterizan por una alta kcat y una alta Km

Una tercera suposicion ha sido que la maximizacion de kcat/Km normalmente es paralela a la maximizacion de la
velocidad enzimatica. Aunque esto es normalmente la tendencia en la mayoria de las enzimas, no siempre es la
regla. Por ejemplo, es mas probable que las enzimas de control, como las de las rutas metabdlicas, estén marcadas
por una Km baja, ya que esto permite que la enzima entre rapidamente en la ruta metabdlica para poder controlar la
velocidad de entrada y evitar que la ruta se sobrecargue con reactivos intermedios (Fersht, 1985). Sin embargo, para
la mayoria de las enzimas, se entiende que para una enzima con un kcat/Km dado y un valor de sustrato constante
dado, la enzima con los valores respectivos mas altos de kcat y Km tendra la velocidad mas alta, mientras que lo
contrario es cierto para la enzima con una kcat baja y una Km correspondientemente baja (Fersht, 1985).

Fersht (1985) articuld varios principios sobre la evolucidon de una enzima diana. Estos principios son completamente
tedricos, pero proporcionan un marco Util sobre el que basar varias predicciones realizadas a continuacion. En
primer lugar, se supone que una enzima esta evolucionando hacia maximizacion teleoldégica de su velocidad
catalitica; es decir, la enzima primordial evoluciona hacia la obtencién de la maxima complementariedad hacia el
estado de transicion del sustrato diana y por lo tanto, especificidad maxima hacia el sustrato diana. Con este fin, una
alta kcat’/km de la enzima para el sustrato diana es la primera etapa. En este modo, Fersht (1985) argumenta que las
enzimas comienzan con un escenario de tipo perfil Il en el que Km es baja (Km<S) y kcat es baja para el parametro
kcat/Km dado. Usando las suposiciones del modelo de sitio dividido, se puede suponer que la reduccién de ESg es
menor que el aumento de ESg, lo que conduce a una Km baja. En consecuencia, una ESg baja conduce a una TSg
baja. Sin embargo, aunque TSg es baja (como se predijo para la complementariedad maxima de la enzima para el
estado de transicion del sustrato), el valor de TSg no es muy beneficioso para la catalisis, lo que conduce a una baja
kcat de la enzima. Por lo tanto, en la enzima primordial, la conversion mediocre de la energia de union intrinseca en
ES es lo que causa la velocidad catalitica bastante baja. Fersht (1985) argumenta que esto puede deberse a la
posibilidad de que una Km baja cause un "pozo termodinamico” del cual la reaccion debe "escalar", mientras que
este no es el caso de una enzima con una Km alta hacia un sustrato particular. En consecuencia, los principales
puntos para una enzima primordial son que 1) Km es mas importante que kcat y 2) que una enzima que esta
marcada por una kcat baja y una Km baja se encuentra posiblemente en un estado naciente de evolucion.

En la segunda fase de evolucion, la enzima evolucionara para aumentar su velocidad catalitica, mientras mantiene
su relacion kcat/Km para el sustrato diana. Por lo tanto, la enzima mantiene una especificidad constante para la
enzima asi como una complementariedad maxima para el estado de transicién (kcat/Km constante), pero aumenta
individualmente tanto Km como kcat de una manera que mantiene constante kcat/Km. Los medios por los cuales
tanto kcat como Km aumentan pueden implicar diversos mecanismos.

Por ejemplo, si se van a emplear los principios del modelo de sitio dividido, la elevacion de Km se manifiesta a través
de un aumento de la ESgr. Esto se basa en la suposiciéon de que se esperaria que los contactos de ESg se
mantengan (y no aumenten) ya que son cataliticamente favorables y, por lo tanto, se conservan en TSg. Por lo tanto,
se postula que los contactos de ESg y TSg se mantienen durante la fase evolutiva, mientras que la elevacion de ESgr
es la modificacion especifica por la cual se eleva la Km. Se conocen varios mecanismos en la técnica que se pueden
emplear para elevar ESg. Uno de estos se conoce como "tension", un fendmeno que se refiere a la distorsion de un
sustrato en el estado basal, de modo que se ajuste al maximo a la configuracion del estado de transicion. Aunque
los principales contactos de union ya estan establecidos en el estado basal y se conservan en el estado de
transicion (se describen mas adelante), se pueden emplear grupos quimicos adicionales especificos en el sustrato
para distorsionar aun mas el sustrato, de modo que se moldee en su forma de estado de transicion.

Un segundo mecanismo postulado para el aumento de ESg es el famoso modelo de "ajuste inducido" (ejemplos en
Fersht y col., 1988)). En este modelo, la enzima (a diferencia del sustrato) esta siendo distorsionada en el centro de
reaccion (aumentando por lo tanto ESg) para que pueda ajustarse alrededor de un sustrato rigido. Los grupos
quimicos de la enzima se usan para proporcionar energia para esta distorsion. Numerosos ejemplos de ajuste
inducido existen en la bibliografia que incluyen observaciones observadas en el primer estado de transicion de la
estructura cristalina alguna vez producida (en 1970), de la triosafosfato isomerasa. Estructuralmente, se descubrié
que la enzima se contraia a lo largo de su eje principal cuando un inhibidor estaba obligado a producir el estado de
transicion, pero se expandia cuando el inhibidor se liberaba por dialisis (Johnson y Wolfenden, 1970). Esta
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flexibilidad en la geometria de la enzima es apropiada, ya que hay varios estados de transicion, y seria ventajoso
para la union que el bolsillo del sitio activo pudiera ajustarse como resultado de pequefios cambios en la hendidura
catalitica).

Existen ventajas y desventajas en la teoria del ajuste inducido. Una desventaja es que el ajuste inducido se emplea
para aumentar la Km sin un aumento correspondiente de kcat y, por lo tanto, Fersht (1985) argumenta que no es
beneficioso para la catalisis. Ademas, el ajuste inducido se enfrenta a un enorme cuello de botella entrépico, dado
que la enzima debe reducir la barrera entropica para reducir la energia libre de activacion. (Ma y col., 2000). Sin
embargo, una ventaja potencial para el ajuste inducido es que la flexibilidad enzimatica en los sitios activos permite
la opcion de que una enzima se una de forma flexible a una mezcla de estados de transicion (Ma y col., 2000) en
lugar de restringirse a la unién precisa de una unica configuracién de estado de transicion. Esta es una ventaja
significativa, especialmente si el estado de transicion, como se ha descrito anteriormente, es en realidad el promedio
de un conjunto en lugar de una unica estructura. Por el contrario, dado que la "tension" ayuda al aumentar los
refuerzos positivos que aumentaran tanto kcat como Km vy, por lo tanto, proporcionan mayores velocidades
cataliticas, a menudo se considera la mas importante de las dos fuerzas que elevan ESg (Fersht, 1985).

Independientemente del mecanismo por el cual la Km aumenta mediante un aumento de ESg, el punto mas
importante en este caso se refiere a la conclusién hipotética de que una enzima 6ptimamente evolucionada pasa de
su escenario cinético de perfil 1l primordial a un escenario cinético de perfil | (Km>S) a través de un escenario que
también ha aumentado la tasa catalitica. Esta observacién es importante porque el método de la invencion se
desarrollé usando la suposicion de que la proteasa diana se encuentra en una fase avanzada de evolucién, que
sigue la cinética del perfil I, y por lo tanto tiene valores de Km altos. Normalmente, los valores mas altos de Km estan
ahora en un intervalo de 1 a 10 veces S. (Kraut, 1988). Esta Km mas alta puede representarse como una
distribucion de Boltzmann de moléculas de sustrato que se produce antes de la etapa limitante de la velocidad del
estado de transicion, de modo que estan bien pobladas debido a similitudes entre el estado de transicion y el estado
basal (Kraut, 1988).

Con el fin de mantener el valor de kcat/Km constante (y por lo tanto mantener la especificidad y complementariedad
de la enzima hacia el estado de transicion del sustrato), el aumento de Km da como resultado un aumento
equivalente de kcat. Este aumento de kcat en la enzima evolucionada se consigue posiblemente mediante la
disminucién de TSr (en referencia a la TSg de la enzima primordial). EI mecanismo por el cual esto se produciria no
se entiende bien y no se explorara en el presente documento. Con respecto a la catdlisis, indicios significativos
demuestran que la kcat de la enzima evolucionada es mas responsable de la potenciacion de la velocidad que el
valor de Km.

Esta observacion parece sugerir que se prefiere una unién débil entre E y S (como argumenta Fersht, 1985) para la
velocidad catalitica maxima, disminuyendo de este modo la importancia de la unién entre E y S. Sin embargo, el
principal punto postulado en este caso es que Km se eleva tunicamente a través de la elevacion de ESg (debido a la
tension, el ajuste inducido u otras fuerzas) y no ESg. Una suposicion importante de los inventores es contraria a la
hipotesis de que ES vy, por lo tanto, Km son altos en una enzima éptimamente evolucionada: ESg y TSg fodavia
cumplen una funcién principal como fuerzas estabilizantes, incluso en una enzima 6ptimamente evolucionada donde
kcat es la variable importante para la catalisis. De hecho, esta observacion es respaldada por varios investigadores
en la técnica, que han demostrado que las interacciones de union fuerte en el estado basal no son ineficientes para
la catalisis (Murphy, 1995 y Menger, 1992). Esta observacion sera importante para el método en esta invencion,
dado que el método explota las interacciones de unién en ESg y TSg.

Para resumir esta seccion: durante la evolucion, la especificidad y complementariedad de la enzima al estado de
transicion del sustrato se maximizaron primero (a través de contactos de unién conservados en ESg y TSg) y luego
se mantuvieron, mientras que la velocidad catalitica se potenci®é mediante el mecanismo de elevacién de ESgr
(elevacion de Km) a través de fuerzas de distorsion (tension o ajuste inducido) que causan un aumento
correspondiente de kcat (de modo que kcat/Km permanece constante y "mantenido”) que se convirtié en la variable
cinética responsable de la catalisis. Sin embargo, el punto importante es que mientras que kcat es mas importante
que Km para la catalisis en la enzima 6ptimamente avanzada, las energias de union intrinseca en ESg y TSg aun se
conservan y son muy importantes para la conversion en energia catalitica. En el presente documento se propone
que son estas energias optimas las que debe explotar un inactivador de proteasa eficaz.

Relevancia de suposiciones sobre Kcat/Km para el método de la invencién

El método de la presente invencién, descrito en detalle a continuacién, se basa inicialmente en las suposiciones
descritas anteriormente: en primer lugar, las proteasas diana estan en una fase de evolucion avanzada de modo
que, en segundo lugar, su catalisis es impulsada por kcat, y por lo tanto en tercer lugar, existen sustratos de alta kcat
para sus sitios activos. Se postula que existen permutaciones 6ptimas de combinaciones de tripéptido, dipéptido o
monopéptido para una enzima diana en sus sitios de union S1-S3 (Berger y Schechter, 1970), que pueden estar
sujetas a una alta renovacion. En cuarto lugar, Km puede no ser tan importante para su catalisis (de modo que las
enzimas sean impulsadas por la cinética de perfil 1), aunque la energia de unién intrinseca de Km conferida por ESg
y TSg es un componente muy importante de la maquinaria catalitica. Se deduce que existen permutaciones 6ptimas
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de tripéptidos, dipéptidos y monopéptidos que conducen a la union. En su realizacién mas robusta, el método de la
invencion criba todas las posibilidades de combinaciones de aminoacidos en P3-P1 de un sustrato tripeptidico de la
enzima diana (8.420 aminoacidos, incluyendo los dipéptidos y monopéptidos). Se cree que los tripéptidos son
suficientemente largos, dado que se ha observado (Tsai y Jordan, 1993) a través de métodos de busqueda de modo
propio que el nimero de puntos de ensilladura del estado de transicidon de primer orden aumenta exponencialmente
a medida que aumentan los grados de libertad del estado de transicién (los grados de libertad aumentan a medida
que aumenta el tamafo del agrupamiento). El uso de tripéptidos permite que la cinética siga siendo sencilla mientras
se mantiene la predictibilidad del método lo mas alta posible. Sin embargo, también pueden usarse péptidos mas
cortos o mas largos.

Suposiciones sobre el mecanismo de catalisis: efectos del estado de transicion y efectos del estado basal

Las suposiciones y teorias descritas hasta este punto pueden emplearse para explicar como es impulsada la
catalisis enzimatica. Como se sefald, diversas teorias, a veces de naturaleza totalmente contradictoria, abundan en
el arte con respecto a este tema. Esta seccion resalta cuales de esas suposiciones se han adoptado y cuales son
impugnadas y potencialmente sustituidas por el nuevo sistema de los inventores.

El dogma primario en enzimologia es que la estabilizacion del estado de transicion o la desestabilizacion del estado
basal o una combinacién de ambas se emplean para impulsar la catalisis enzimatica. Con respecto a un efecto del
estado de transicion (figura 1b), se revisan los dos escenarios mas importantes entre varios posibles.

En el primer escenario, AGgs (y por lo tanto Km, y la energia de unién de ES aparente) es constante en la reaccion
enzimatica. A pesar de la Km constante, interacciones de unién fuerte se producen entre ES. Como se recordara,
dado que ESr debe ser desestabilizante, ESg debe ser igualmente estabilizante para explicar una Km constante.
Una importante observacion en este contexto es que ESg se puede seguir reduciendo incluso cuando Km es
constante. Ademas, dado que AGgs permanece sin cambios, toda la energia que se ahorra en la interaccion de
union a partir de ES se convierte completamente en energia catalitica. La observacion mas importante en este
contexto es el mecanismo mediante el cual esto se produce: dado que la reduccién de ESg se conserva en TSg
(como se ha descrito anteriormente mediante la suposicion de que las interacciones de unién y la geometria se
conservan y se refuerzan en TSg), la energia neta de TS también se reduce. Esta reduccion de TSg es la primera
contribucién principal a la catalisis.

La segunda contribucion principal a la catalisis se deriva de la reaccion a través de los centros cataliticos de la
enzima, que reducen TSr Yy, por lo tanto, contribuyen a una reducciéon de TS. Como corolario de esto, es importante
recordar que el aumento de ESg no se traduce en un aumento de TSg, dado que los energéticos de los centros de
reaccion en el estado basal no se conservan en el estado de transicion. El resultado neto de estas reacciones es
que el estado de transicion catalizado (TS) se reduce en comparacion con el estado de transicion sin catalizar (TSy),
lo que da como resultado una energia de activaciéon menor que equivale a un aumento general de -AGcat (kcat/Km
aumentada). Como se ha supuesto en descripciones anteriores, la variable kcat/Km es predictiva de una
potenciacion de la velocidad catalitica.

En consecuencia, un aumento de AGb (la energia libre de unién de la enzima al estado de transicion) es postulado
por Murphy (1995) que es el parametro definitorio para la identificacién de un efecto de la estabilizacion del estado
de transicion (figura 1b). La conclusion mas importante a partir de este primer escenario de estabilizacion del estado
de transicion es que reconcilia la paradoja y primer defecto principal en la teoria “fundamentalista” en cuanto a como
interacciones en estado basal no son ineficientes, y demuestra como participan realmente en acelerar la catalisis.
Por lo tanto, se hace hincapié de nuevo en que las interacciones de union en ESg y TSg son muy importantes para la
catalisis y que un inhibidor eficaz debe explotar al maximo estas fuerzas.

Un segundo escenario para el efecto del estado de transicion destaca especialmente como los fuertes efectos del
estado basal ayudan a la catalisis en lugar de obstaculizarla. En este contexto, a pesar de la reduccion de ES total
(Km baja) debido a la unién fuerte entre ES (ESg, por lo tanto, se redujo mas de lo que se elevé ESR), la velocidad
catalitica aun aumenta. De nuevo, esta situacion explica como las interacciones en estado basal pueden ser
realmente beneficiosas para la catalisis, contrariamente a la teoria fundamentalista. De nuevo, la razén para la
aceleracion de la velocidad es que ESg se conserva en TSg. Excluyendo cualquier reduccion de TSg, el resultado
neto es que TS se reduce mas de lo que se reduce ES, lo que da como resultado un aumento de AGb y un aumento
consecuente de la velocidad enzimatica.

Por lo tanto, también se postula que algunas enzimas son también impulsadas por un efecto de la desestabilizacion
del estado basal que opera independientemente, o junto con (Albery y Knowles, 1977); Jencks, 1987) la
estabilizacion del estado de transicion. Un ejemplo de este efecto donde la desestabilizacion del estado basal actia
independientemente (figura 1c) es el caso donde AGes aumenta (y, por lo tanto, Km aumenta, y la energia de union
de ES aparente disminuye) debido a un aumento de ESg mientras ESg es constante. En consecuencia, TSg es
constante debido a la conservacion en ESg. TSg también es constante, lo que da como resultado ningin cambio
neto de la energia de TS (que permanece constante). A pesar del hecho de que TS no se ha reducido, aun ha
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habido una disminucion de la energia de activacion requerida para alcanzar el estado de transicién que equivale a
un aumento global de -AGcat y una velocidad aumentada (segun lo predicho mediante kcat/kKm). En este caso, la
demostracion de un AGb constante con velocidad catalitica aumentada, es la definicion (Murphy, 1995) de un
acontecimiento catalitico impulsado por el estado basal. El fondo en este contexto es que, contrariamente a la
nocién fundamentalista de que la estabilizacion del estado de transiciéon sirve como el Unico mecanismo catalitico
para potenciacion de la velocidad, el efecto de la desestabilizacién del estado basal proporciona una estrategia
alternativa y viable para catalisis.

Ahora se hara una nota acerca de la preferencia por Km en cualquiera de los escenarios anteriores. Esencialmente,
una Km alta se traducira en un ES alto, lo que reducira la energia de activacion en el modo de desestabilizacién del
estado basal, ya sea la estabilizacion del estado de transicion inoperante, operativa independientemente de la
desestabilizacion del estado basal u operativa junto con la desestabilizacion del estado basal. De nuevo, este
paradigma es coherente con el presentado anteriormente para las enzimas &ptimamente evolucionadas. Para
revisar, para estas enzimas, ESg (y TSg) deben ser bajas, mientras que ESr debe elevarse de manera que ES y Km
sean altas. Kcat impulsa la catalisis. Se concluyé que un inhibidor que disminuye Km a través del escenario de
aprovechamiento de contactos de unioén en ESg y TSg, pero con la capacidad adicional de reducir ESg, proporciona
el potencial de contrarrestar la potenciacién de la velocidad en ambos casos donde un efecto de la estabilizaciéon del
estado de transicion impulsa la catélisis o donde un efecto de la desestabilizaciéon del estado basal impulsa la
catélisis.

Finalmente, el efecto neutro de la "unién uniforme” (figura 1d) merece una breve mencién. En este caso, la reduccion
de TS es paralela al mismo cambio de AGc, un escenario que da como resultado ninguna catalisis neta. En este
caso, ESg disminuye a ESg constante, lo que da como resultado una disminucion igual de TSg que hace que tanto
ES como TS¢ disminuyan el mismo valor. Se aplica el mismo escenario donde ESg aumenta a ESg constante. En
consecuencia, nada de la energia de unidn intrinseca se convierte en catalisis y no hay ningtin cambio del AGcat vy,

por lo tanto, ningin cambio en la velocidad. Por lo tanto, un cambio neto de cero en AGb es la definicién de uniéon
uniforme (Murphy, 1995).

En resumen, las enzimas pueden seguir una ruta donde no hay ningin cambio neto en la catalisis a través de
medios tales como la unién uniforme, o pueden catalizarse a través efectos de la estabilizacion del estado de
transicion o de la desestabilizacion del estado basal. Estos mecanismos subrayan la naturaleza enormemente
complicada de la cinética enzimatica ya que la renovacion de sustrato puede avanzar a través de diferentes rutas
mecanicistas tal vez como una variacion o como una combinacion de los mecanismos descritos anteriormente. La
ruta que realmente se sigue depende de la enzima especifica. El conocimiento de estas posibilidades es relevante
para el disefio personalizado de un inhibidor de proteasa que debe trabajar para contrarrestar mecanicamente
algunas o todas las vias posibles que son favorables para la catdlisis. En consecuencia, las suposiciones
proporcionadas para desestabilizacion del estado basal y estabilizacion del estado de transicion se emplearan con el
fin de proporcionar una base para la predicciéon de fendmenos cinéticos que resultan del método de identificacion de
inhibidores de proteasa de la invencion.

La coordenada de reaccion

Basandose en las suposiciones descritas anteriormente, a continuacién se describira la coordenada de reaccion
para catalisis. Este analisis se aplica en situaciones en las que la estabilizacién del estado de transiciéon es el
principal mecanismo que impulsa la catalisis. La desestabilizacién del estado basal sera tratada en una descripcion
posterior.

El mecanismo catalitico comienza con el acontecimiento de unién entre enzima y sustrato para formar el complejo
de Michaelis (ES). Se supone que la unién enzima/sustrato da como resultado una ESg reducida. Dos posibilidades
son que ES puede permanecer igual, de modo que Km sea constante (ESg disminuye tanto como ESg aumenta, lo
que equivale a una Km constante, lo que requiere que kcat sea alta) o puede reducirse de modo que Km se reduzca
(ESg disminuye mas de lo que ESg aumenta). En ambos casos, se argumenta que es esencial que ESg se reduzca
para garantizar una union fuerte entre enzima y sustrato para que este complejo pueda avanzar a un estado de
transicion preliminar y, eventualmente, a un estado de transicion de etapa que determina la velocidad. Durante este
proceso, mediante el cual los grupos de reaccion iniciales establecen sus asociaciones preliminares, existe una
pérdida de entropia significativa debido a una reduccién de los grados de libertad.

El segundo acontecimiento principal en la catalisis es la formacion postulada del estado de transicion. TSg es baja
(debido a la conservacion de las energias de unién en ESg). Esto causa que o es concomitante con que TSgr se
reduzca debido al acontecimiento catalitico favorable que resulta de la posterior interaccién de residuos cataliticos.
En consecuencia, TS se reduce. Si TS se estabiliza mas de lo que se estabiliza ES en el estado basal, AGb
aumenta, lo que significa que la enzima esta empleando estabilizacion del estado de transicion para avanzar
cataliticamente con el sustrato diana de alta kcat/Km (figura 1). Una conclusion que se puede sacar es que la
enzima utiliza energia de union especifica proveniente de la formacion de ES con el fin de superar la tension y la
pérdida de entropia, que se produce debido a la elevacion de ESg (Jencks, 1987).
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Para poner énfasis en que la union entre enzima y sustrato es necesaria para una catalisis exitosa, se reitera que la
ESg siempre se reduce, ocasione esto o no la reduccion de Km. Existen dos razones clave para esto: 1) ESg
reducida es el primer acontecimiento que hara que ES avance hacia el estado de transicion, lo que se requiere si
debe producirse estabilizacion del estado de transicién en absoluto y 2) es necesario que la unién fuerte en ESg
continue, si no se mejora en TSg, de modo que los residuos cataliticos puedan reaccionar posteriormente y causar la
reduccion de TSgr y eventualmente TS en una cantidad mayor que la reduccion total de ES. A continuacion se
postula que el mantenimiento de la calidad de la variable ESg reducida (y, por lo tanto, los contactos de unién
favorables en TSg) en una de las limitaciones clave del modelo tradicional de descubrimiento de inhibidores de
proteasa. Esta argumento se desarrollara en una seccion posterior, pero comenzando con una vision de conjunto del
modelo tradicional de cribado de inhibidores de proteasa.

Diserio tradicional de un analogo del estado de transicién

Un "analogo del estado de transicion" es una molécula que "se parece" al estado de transicion del sustrato, de modo
que la enzima se unira a ella con una afinidad que es significativamente mayor que su afinidad por el sustrato libre.
La ecuacion de Kurz describe la eficacia de union de un analogo del estado de transicion: ks/k, = Ks/Kr mientras que
ke es la constante de velocidad para la reacciéon catalizada; k, es la constante de velocidad para la reaccion sin
catalizar; Ks es la constante de disociacion del sustrato; Kr es la constante de disociacion del estado de transicion.
Por lo tanto, si se observa una velocidad de 10" para catalisis enzimatica, se deduce que la enzima se une al
analogo del estado de transicion con una afinidad que es 10" veces mayor que la afinidad con la cual la enzima se
une al sustrato en estado basal. (Es importante observar que las predicciones de la ecuacion de Kurz se desvian
para enzimas que también emplean desestabilizacion del estado basal como una estrategia para potenciacion de la
velocidad).

Un método tradicional y comun de disefio de analogos del estado de transicion es fijar una molécula reactante a un
analogo de sustrato natural que imita el estado de transicion de la enzima. En consecuencia, la unién del analogo
del estado de transicion hara al sitio activo "bloqueado” y, en consecuencia, incapaz de avanzar hacia abajo en la
"colina energética" hasta la creacion de productos. En este método, un analogo con una alta especificidad (kcat/Km
alta) por la enzima diana se identifica en primer lugar. Existen varios excelentes métodos de alto rendimiento (por
ejemplo, chip génico) que identifican secuencias peptidicas del sustrato tales que conduzcan a una alta renovacion
por la enzima diana. A continuacion, un resto reactivo se fija al nucleo peptidico de kcat/Km alta con el fin de
producir un inhibidor candidato final, lo que supuestamente aumentara la TSg (basandose en las suposiciones que
se han perfilado anteriormente). Como resultado, los acontecimientos de union favorables que reducen TSg no son
suficientemente grandes para contrarrestar el aumento de TSg y por lo tanto, TS (estado de transicion con inhibidor)
permanece sin cambios o0 aumenta. El resultado neto es que AGb no aumenta y no hay potenciacién de la velocidad.

Son posibles varios escenarios cinéticos que pueden justificar una falta de potenciacion de la velocidad. 1) Aunque
la disminucion de TSg es mayor que el aumento de TSg, esto no es suficiente para hacer que el TS neto (estado de
transicion con inhibidor) se reduzca lo suficiente con respecto a la reduccion de ES, de modo que se produzca un
aumento de AGb. 2) TSg aumenta en la misma cantidad que se reduce TSg de modo que TS permanezca al mismo
nivel que TSy (estado de transicion, sin catalizar) y de nuevo, AGb no aumenta. 3) TSg aumenta mas de lo que se
reduce TSg de modo que TS es mayor que TSy y AGb se vuelve positivo. Se postula que la falta de potenciacion de
la velocidad observada para analogos del estado de transicion disefiados convencionalmente se produce cuando
cualquiera de las siguientes suposiciones para inhibicion se cumple:

1. TSt no se reduce nunca bastante para que AGb pueda aumentar, de modo que el efecto comun de la
estabilizacion del estado de transicion, de hecho, se elimina.

2. TSg aumenta siempre con el fin de contrarrestar la reduccién de TSg.

3. ESg disminuye siempre de modo que ES pueda unirse y aproximarse a un estado de transicion (donde se
producira la inhibicion)

Se propone que cualquier estrategia para el desarrollo de inhibidores de proteasa debe cumplir estos criterios.
Introduccién al desarrollo teérico del método de la invencién

Como se ha destacado anteriormente, el modelo de “sitio dividido” representa un avance respecto a la "posicion
fundamentalista". Este modelo predice con éxito la catalisis impulsada por estabilizacion del estado de transicion (e
impulsada por desestabilizacion del estado basal). En una marcada divergencia respecto a métodos convencionales
de disefio de inhibidores, la presente invencion emplea el modelo de “sitio dividido” como punto de partida para
generar inhibidores candidato.

Como una base tedrica para el disefio de inhibidores, el modelo de “sitio dividido” presenta varias ventajas. Los
centros de union y de reaccion discretos e independientes del modelo permiten una cinética y calculos simplificados.
Curiosamente, la sencillez del modelo se correlaciona con mejores predicciones cinéticas y permite el
descubrimiento de un inhibidor exitoso de una manera eficaz y diligente.
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Es la visién de los inventores que el modelo tradicional de desarrollo de inhibidores fracasa porque no emula el
modelo de “sitio dividido”. Desafortunadamente, sin embargo, el modelo de “sitio dividido” no puede utilizarse sin
modificacién debido a un problema principal: es una simplificacion excesiva de la catalisis enzimatica. En realidad,
los centro de unién y de reactividad no estan tan desconectados como el modelo presupone (a continuacion se
ofrecen indicios). Se ha concebido una manera de superar este obstaculo y mostrar que es posible
experimentalmente disefiar un método de identificacién de inhibidores de enzima de corte peptidico en el que las
suposiciones del modelo de sitio dividido son, no obstante, sostenidas lo mas estrechamente posible. De forma
significativa, el método de la invencion impulsa experimentalmente el proceso de disefio o identificacion de
inhibidores hacia compuestos inhibidores que demuestran unién fuerte a la enzima diana asi como especificidad
aparente para una configuracion particular de la enzima que esta asociada con la catalisis, en funcién de los
principios tedricos basicos del modelo de sitio dividido. EI novedoso método de los inventores de disefio e
identificacion de inhibidores "rectifica" de este modo el principal defecto del método tradicional para el disefio de
inhibidores redefiniendo metodologias cinéticas experimentales. Dado que el método de la invencion utiliza las
suposiciones del modelo de sitio dividido, conduce mas eficazmente al desenlace deseado de inactivadores
altamente especificos y potentes de enzima de corte peptidico.

Los fundamentos tedricos de la presente invencion se describen adicionalmente investigando las siguientes
preguntas: (1) ;dénde esta el defecto en el modelo de sitio dividido?; (2) ¢ como es el método convencional para el
desarrollo de inhibidores de estado de transicion propenso a este defecto y, por lo tanto, esta obstaculizado?; y (3)
¢como el nuevo método de los inventores rectifica el defecto en el método de disefio tradicional y, al hacerlo, tiene
una mayor probabilidad de un "acierto”" con un inhibidor exitoso?

Defecto en el modelo de sitio dividido

En opinién de los inventores, los centros de union y de reaccion de ES y TS no estan tan desconectados como
afirma la teoria. Para ilustrar, se considerara la catalisis por la cisteina proteasa papaina. El sitio activo de cisteina
proteasa "orificio de oxianién" esta implicado en el embolsamiento del grupo carbonilo del grupo P1 del sustrato
(Kamphuis y col., 1984). Esta compuesto por puentes de hidrogeno aportados a partir de la cadena principal del
residuo cisteina del sitio activo (Cys25) y la cadena lateral de GIn19. Conjuntamente, estos enlaces permiten las
importantes interacciones de unién que reducen ESg y también se conservan en la TSg (justamente como el modelo
de sitio dividido predeciria). Sin embargo, la unién en TSg y ESg no es la unica funcidn conferida por estos residuos
del centro de unién, como el modelo de sitio dividido predeciria.

Por el contrario, ambos residuos también contribuyen al centro de reaccion de TSg. El mismo residuo de cisteina que
esta implicado en unir formando puentes de hidrégeno el oxigeno del oxigeno P1 con el fin de embolsarlo tanto en el
complejo de Michaelis como en el estado de transicién (por ejemplo, reducir ESg y TSg), también esta implicado en
el ataque nucledfilo al mismo grupo carbonilo P1 a través de su residuo de tiolato cargado (acilacion). Este ultimo
acontecimiento permite la produccidon de un aducto tetraédrico, que es seguida por la pérdida del grupo saliente
amina del sustrato, causando en consecuencia una reduccién de TSg. En muchas cisteina proteasas, esta
secuencia de acontecimientos define la etapa de determinacion de la velocidad.

La contribucidon de estos mismos residuos "de unién" al centro de "reactividad" es soportada, por ejemplo, por la
observacion de que los mismos puentes de hidrogeno de Cys25 y GIn19 que forman la base de la estabilizacion de
ESg en el estado basal también estan implicados en estabilizacién de tipo catalisis de acido de la carga negativa en
el oxianién que se forma como resultado del ataque nucledfilo (un acontecimiento que también reduce directamente
la TSr).En consecuencia, la estabilizacion de ESg va de la mano con la estabilizacién de TSk a través del medio de
un unico residuo, en este aspecto particular de un mecanismo de cisteina proteasa.

Otro caso donde el centro de union y el centro de reaccion en una cisteina proteasa no estan tan espacialmente
separados como predeciria el modelo de sitio dividido se ilustra mediante las acciones del residuo Asp158 en
papaina. Asp158 no solo funciona como puente de hidrégeno con el nitrégeno de la posicion S1 'del sustrato,
reduciendo de este modo la ESg, sino que también se describe que funciona en el papel de orientar la triada
catalitica de las cisteina proteasas para el ataque bioquimico en el centro de reaccion, un acontecimiento que
estaria implicado en la reduccion de TSg (Wang y col., 1994). Estos ejemplos sirven para demostrar como una parte
del conjunto que define el centro de uniéon y el centro de reaccion del sitio activo de la enzima se puede ubicar dentro
del mismo residuo. Por lo tanto, la principal conclusién en este contexto es que el centro de union y los centros de
reaccion estan, de hecho, intimamente conectados y su separacion por la teoria del sitio dividido es totalmente una
simplificacién excesiva del sitio activo de la enzima.

Critica del método tradicional

El método tradicional para el disefio de inhibidores no consigue emular el modelo de “sitio dividido”, presentando de
este modo varios problemas.

Problema uno: interferencia del resto reactivo con las interacciones de unién del nicleo peptidico

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2662 177 T3

En primer lugar, el método tradicional emplea un nucleo peptidico de kcat/Km alta que no solamente estara
implicado en la unién (reduciendo ESg) sino también en la estabilizacion cataliticamente favorable del estado de
transicion (reduccion de TSg). Cuando un resto inhibidor reactivo se fija posteriormente en dicha proximidad cercana
a este nucleo peptidico de kcat/Km alta, introduce la complicacién desfavorable de interferir potencialmente de forma
negativa en la unién favorable que ya esta presente en el nicleo peptidico del sistema en ESg y TSg como se ha
demostrado anteriormente. Para ser especificos usando las suposiciones anteriores de los inventores: mientras que
el resto reactivo se fija con la expectativa de aumentar solamente TSr (segunda suposicién sobre inhibidores,
anteriormente) independientemente sin influir en la unién de la molécula, su cercana proximidad al nucleo de union
también puede interferir de forma concomitante y de forma involuntaria en el acontecimiento de reduccién de ESg
(tercera suposicion sobre inhibidores). EI mecanismo mediante el cual esto se produce es mediante interferencia
directa con residuos que participan tanto en la union (de ESg/TSg) como en la reactividad (de TSg). Tal como se ha
argumentado anteriormente, la proporcion de union de la molécula peptidica no esta "fijada" independientemente del
centro de reaccion basandose en el argumento de los inventores del defecto con modelos "de sitio dividido", y por lo
tanto el potencial para interferencia de unién es bastante alto. Por ejemplo, se empleara el ejemplo de un resto
reactante de fluorometilcetona que se fija a la Arg de un analogo de sustrato de kcat/Km alta reactivo como Z-Arg
para una serina proteasa como tripsina (Z-Arg es el analogo natural para tripsina). En este caso, la Arg se une muy
fuertemente en P1, y por lo tanto desempefia un papel clave en la union (es decir, en ESg y TSg). Ademas de esta
funcién, Arg también activa la proteasa para catalisis y es, por lo tanto, también parte del centro de reaccion para
tripsina (TSg). En virtud de la proximidad de la fluorometilcetona a Arg, es probable que esta pueda interferir en la
funcién de unién conferida por Arg. La conclusion neta es que es importante que el resto reactivo no deba interferir
con los contactos de unidon favorables en ESg y TSg, que son criticos para los fines de union al inhibidor.

Nétese que la interferencia del resto reactivo con contactos de unién favorables del nucleo peptidico de kcat/Km alta
desarrollado a partir del modelo de disefio de inhibidores de proteasa tradicional, a su vez, tiene un "efecto de bola
de nieve" sobre todas las interacciones de unién interconectadas en ESg y TSg. Como se ha descrito anteriormente,
la unién y la reactividad estan conectadas por un conjunto de interacciones complejas. Para ilustrarlo, se puede
considerar el indicio suficiente de que las interacciones de unién individuales en TS son cooperativas, aditivas y
sinérgicas, mientras que una pequefia perturbacion de estas interacciones puede ser catastréfica para la union de
toda la molécula.

Se postula que los potenciales "enlaces" energéticos entre las funcionalidades reactivas del resto reactivo y las
funcionalidades de unidon del nucleo peptidico aumentaran exponencialmente los grados de libertad de las
interacciones de union que se producen en el sitio activo (y también complicaran la cinética de la reaccion mediante
una variable enorme). Este nivel de interferencia se correlacionara directamente con los grados de libertad que han
sido aumentados por la interaccion. Este numero puede ser enorme, especialmente en un caso donde el resto
reactivo puede estar interactuando con ESg o TSg de manera ilimitada. Por ejemplo, el estado de transicion, que
extrae muchas de sus propiedades de TSg, es altamente "difuso” y estd mas interconectado con otras caracteristicas
de ES que lo que predeciria el modelo de “sitio dividido”. El estado de transicién no es un Unico “punto de
ensilladura” bien definido (Baldwin y Rose, 1999) en la potencial superficie de energia. Aunque esta descripcion
simplificada en exceso de un punto de ensilladura puede explicar reacciones moleculares en la fase gaseosa, no
basta para una descripcion del estado de transicion en un medio acuoso.

Ma y col (2000) argumentan que el estado de transicion puede ser, en realidad, una superficie compuesta por
multiples conformaciones activadas (conjuntos homogéneos o heterogéneos con la misma estructura promediada
vibracional), que es a la que la enzima se unira realmente. Los métodos de busqueda de modo propio han mostrado
que el numero de puntos de ensilladura de primer orden aumentara exponencialmente a medida que el tamafio del
agrupamiento aumenta (Tsai y Jordan, 1993). Por lo tanto, esta informacion implica que el sistema tiene el potencial
de volverse mucho mas complicado si un resto reactivo también esta interactuando con el centro de unién de TSg.

En consecuencia, el objetivo de un algoritmo de disefio de inhibidores debe ser simplificar el modelo de
inhibidor/enzima de modo que tenga los menores grados de libertad posibles y, en consecuencia, la mayor
predictibilidad cinética. Esto puede conseguirse potencialmente mediante un esfuerzo general doble: 1) minimizacion
del nimero de puntos de ensilladura en la superficie empleando el menor nimero posible de grados de libertad, y 2)
simplificacion experimental, de la manera mas eficiente posible, de la naturaleza difusa del estado de transiciéon para
que pueda aproximarse (lo mas cerca posible) a las suposiciones del modelo de sitio dividido de un centro de unién
y reaccion independiente.

Problema dos: el nucleo peptidico es catalitico, y contrario a la inhibiciéon por el resto reactivo

Un segundo problema significativo con el método tradicional es que un nucleo peptidico de kcat/Km alta, que esta
fijado a un resto inhibidor reactivo, también se caracteriza por propiedades que son, por si mismas, propicias para la
renovacion catalitica y, por lo tanto, contrarias a la inhibicion enzimatica; es decir, un nicleo peptidico que codifica
esencialmente la escisiéon por una proteasa particular puede predisponer fisicamente a la enzima hacia la escision
en un grado que no puede mitigarse por completo mediante un resto inhibidor reactivo. Dado que el nucleo peptidico
es parte de una molécula de kcat/Km alta (y por lo tanto reduce la TSg), en primer lugar también es un analogo
eficazmente renovado. Se ilustrara usando el ejemplo de un tripéptido que esta enlazado al resto reactivo
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fluorometilcetona. En virtud del aminoacido P1 que esta implicado en la reduccién del estado de transicién en TSg
(como seria de esperar para un sustrato con alta kcat/Km), se vuelve mas dificil que la fluorometilcetona electrofila
(o nucledfila) reactiva contrarreste este efecto (aumento de TSg) como lo exige la segunda suposicion sobre
inhibidores. En consecuencia, esta es la base de un problema principal

Como se ha descrito anteriormente, kcat es mas importante para la catalisis que Km en enzimas éptimamente
evolucionadas. Por lo tanto, las caracteristicas de kcat alta del componente de nucleo peptidico del inhibidor global,
hace mas dificil contrarrestar la reduccion de kcat (mediante reduccion de TSg) por el resto reactivo. En resumen,
dos de las suposiciones clave descritas anteriormente para inhibicion con éxito del estado de transicién se
contrarrestan potencialmente por el método tradicional de disefio de inhibidores. De hecho, esto puede contribuir al
gran numero de fallos que se producen en el disefio de analogos del estado de transicién (Wolfenden, 1999).

Objetivos de un nuevo sistema de disefio de inhibidores

Si los centros de unién y de reaccion estuvieran realmente separados de forma tan elegante como predeciria el
modelo de sitio dividido, en principio el método tradicional de disefio de inhibidores deberia funcionar, dado que el
resto reactivo no interferiria con el nucleo de unién peptidico (evitando de este modo el efecto "de bola de nieve"
descrito), y de forma similar, dado que el ndcleo de unién peptidico no estaria implicado en reducir TSg en el centro
de reaccion de la enzima.

Un nuevo método para el disefio de inhibidores deberia producir, por lo tanto, compuestos inhibidores que incluyen
las siguientes caracteristicas. En primer lugar, deberian conservarse contactos de union favorables en ESg vy,
posteriormente, TSg. Este nucleo peptidico del inhibidor satisfaria entonces el criterio de ser caracterizado por
interacciones de union fuertes con la enzima que, como se ha enfatizado, es muy importante para la catalisis. En
segundo lugar, el inhibidor deberia contener un nucleo peptidico que no reduzca TSr vy, por lo tanto, no frustre el fin
del inhibidor, que es causar el acontecimiento de inhibicion opuesto (aumento de TSg). En tercer lugar, el inhibidor
deberia contener un resto reactivo que eleva independientemente TSg sin afectar a ninguno de los contactos de
union favorables en ESg y TSg.

Estos son los objetivos de esta invencion. El sistema enzimal/inhibidor se simplifica en primer lugar reduciendo los
grados de libertad dentro del mismo. Con ese fin, el método emplea criterios experimentales que separan los centros
de unién y de reaccion de la enzima, tan cercanos a las suposiciones del modelo de sitio dividido como sea posible,
e impide de este modo el enlace destructivo entre el resto reactivo y el ndcleo peptidico unido.

El nuevo método para disefio de inhibidores: rectificacion de problemas anteriores con el método de disefio de
inhibidores de proteasa tradicional.

El método experimental descrito en el presente documento esta disefiado para emular el modelo de sitio dividido lo
de forma mas cercana posible. Las cinéticas son mas empiricas de modo que los calculos son mas simplificados; el
modelo esta sujeto a evaluacion y mejora a medida que el método esta en curso. El método intenta separar la union
en la medida de lo posible de la reactividad. La esencia del enfoque es que el resto reactivo (es decir, el resto que
da al inhibidor su capacidad de "bloquear" la proteasa) esta fijado a un nucleo peptidico no reactivo (es decir, no
escindible), que participa exclusivamente en la uniéon pero no a un grado significativo en la catalisis. Dado que esta
fijado a un nucleo peptidico que se une pero no es escindido por la enzima de corte, se deduce que el resto reactivo
esta implicado exclusivamente en reacciones en estado de transicion, sin interferir con o influir en el nucleo de unién.
El objetivo del método, que representa una desviacion significativa de métodos actuales, es descubrir dicho péptido
de unidn no reactivo y usarlo, no un sustrato escindible, como base para del disefio del inhibidor.

Por consiguiente, la primer parte del enfoque de la invencion (etapa | a etapa lll, a continuacion, particularmente
etapa |ll) proporciona una metodologia para identificar dicho nicleo peptidico. Dicho nucleo peptidico se caracteriza
por una kcat muy baja pero, no obstante, esta marcado por una unidén muy fuerte al sitio activo de la enzima diana.
Este nucleo peptidico no escindible, que se une fuertemente se denomina en el presente documento "vehiculo" en el
método. En virtud de la fuerte unién del vehiculo al sitio activo, ESg siempre disminuye mas de lo que aumenta ESg,
de modo que Km puede ser baja o al menos constante. El fondo en este contexto es que ESg se reduce debido a los
contactos de unién directos favorables en el sitio activo asi como a los contactos débiles favorables que estan
alejados del sitio activo que trabajan cooperativamente para reducir ESg. Basandose en la observacion de
conservacion de union entre ESg y TSg, estos contactos de unién favorables entre el vehiculo y la enzima en ESg se
refuerzan adicionalmente en TSg. Por lo tanto, la unién eficiente entre el vehiculo y la enzima para formar ES
garantiza que las suposiciones mencionadas previamente en la coordenada de reaccion para catalisis exitosa se
cumplan: (1) interacciones de union en ESg y son aprovechadas; y 2) (ES puede tener la opcion de entrar en un
estado de transiciéon de modo que el vehiculo también pueda unirse al estado de transicion en TSg.

Algunos criticos pueden argumentar que el vehiculo solo se puede unir exclusivamente al nivel del estado basal
(para reducir Km) y, por lo tanto, no puede tener interaccidon alguna con el conjunto de estado de transicion.
Especificamente, si es cierto, esto sugeriria que no se estaban produciendo interacciones de unién entre dicho
vehiculo y TSg. Sin embargo, se enfatiza que, en el método de la invencion, el vehiculo esta marcado por el sello de
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calidad de que "supera" a aquellos sustratos que normalmente se caracterizarian por los valores de kcat mas altos
posibles para la enzima diana, y por lo tanto esta marcado por una union fuerte a TSg (etapa lll). Para elaborar
basandose en las suposiciones previamente establecidas, los sustratos de alta kcat estan alcanzando excelentes
interacciones de union a nivel del estado de ftransicion con la enzima, ya que estdn marcados por una alta
renovacion (alta kcat). Se deduce entonces que el vehiculo competitivo también debe estar marcado por
interacciones de union favorables aun mayores en el estado de transicion (en TSg) que incluso los analogos de
sustrato Kcat alta naturales.

Se concluye entonces, basandose en la mayor capacidad competitiva del vehiculo para el sitio activo respecto al
analogo de sustrato de kcat alta, que el vehiculo tendria una mayor afinidad por TSg que la que los analogos de
sustrato de kcat alta tenian por TSg. Por el contrario, si el vehiculo tuviera una afinidad exclusiva solo por ESg (un
vehiculo de Km baja), es poco probable que se una tan favorablemente en el sitio activo de la enzima como lo harian
los sustratos de alta kcat, ya que la union exclusiva a ESg (sin unirse a TSg) no deberia, en principio, suprimir la
unién de la enzima a los estados de transiciéon de los sustratos de alta kcat para el que es naturalmente especifica
(basandose en el alto valor de kcat).

Se espera, por lo tanto, que este método produzca vehiculos capaces de unirse con mayor afinidad al conjunto de
contactos de unién en ESg y/o0 TSg, que sustratos de alta kcat, que se renuevan normalmente. Un novedoso ensayo
de inhibicion competitiva para estos vehiculos se presenta en la etapa lll. La caracteristica clave de este ensayo
competitivo es que no esta disefiado para identificar vehiculos con una unién exclusiva y fuerte a ES (baja Km), sino
que, en su lugar, esta disefiado para identificar vehiculos que tienen unién fuerte a ESg y/0 TSg .para concluir, se
postula que el vehiculo esta marcado por una alta afinidad por ESg asi como TSg.

Adicionalmente y de forma importante, el vehiculo es no catalitico (es decir, tiene una kcat baja) y, por lo tanto, no
puede reducir TS de manera que cause catalisis. Especificamente, la naturaleza no catalitica del vehiculo implica
que no interactua favorablemente con TSg. Por lo tanto, AGb no aumenta (la definicion de catalisis impulsada por el
estado de transicion) y la velocidad catalitica de la enzima no aumenta. Hay tres posibles escenarios cinéticos para
explicar esto. En el primer caso, TSy (estado de transicion con el vehiculo) puede reducirse en la misma cantidad en
la que se reduce ES, dando como resultado una unién uniforme (como se ha descrito anteriormente). En
consecuencia, no hay cambios en la energia de activacion ni en la mejora de la velocidad catalitica. En el segundo
caso, TSg puede aumentar en la misma cantidad en la que disminuy6 TSg, lo que provoca que TSy permanezca sin
cambios. En este acontecimiento, ES es menor y hay un aumento neto de la energia de activacion y, por lo tanto, no
hay catalisis. En el tercer caso, TSg puede aumentar mas de lo que disminuye TSg, lo que hace que TSy aumente,
induciendo el mayor aumento posible de la energia de activacion, lo que nuevamente es un escenario no catalitico.
Aunque este tercer caso ofrece el escenario mas inhibidor para el vehiculo, es improbable que ocurra ya que es
improbable que interacciones de unién exclusivas del vehiculo interactien con el centro de reaccién de TSr.

Independientemente de la manera cinética mediante cual se previene la catalisis, el punto relevante en este contexto
es que en todos estos posibles escenarios, la potenciacion de la velocidad como resultado de la unidn
vehiculo/enzima, es imposible. Esto conduce a la conclusién de que el vehiculo no interactia favorablemente con
TS, dado que el vehiculo participa solamente en la unién (dado que tiene una baja kcat), y no en la renovacion. En
consecuencia, el "centro de reaccion" de TSg esta separado de los centros de unién de ESg y TSg, una situacion que
permite que este nuevo método se aproxime mas estrechamente a las suposiciones del modelo de sitio dividido que
el modelo tradicional.

Otra parte importante del método (etapa VI, a continuacién) criba un resto reactivo que interactie exclusivamente
con TSgr (en oposicion a ESg), con el objetivo final de elevar TSg. Este cribado se lleva a cabo usando las
metodologias bien conocidas en la técnica para cribar interacciones en estado de transicion en TSg. A continuacion
se enumeran las principales ventajas del método de la invencion respecto al método tradicional. Como el método
tradicional, el método de la invencion identifica eficazmente nucleos de unién peptidicos de alta afinidad por el sitio
activo. En el método de la invencion, se identifica un vehiculo que se une con una afinidad que es mayor que todos
los potenciales sustratos de alta kcat para ese sitio activo. Esta ventaja también es conferida por el método
tradicional, en el que se identifica un analogo de sustrato de kcat/Km alta. Sin embargo, el analogo de sustrato de
kcat/Km alta del método tradicional reduce TSgr. De este modo, mediante el método tradicional, el mismo nucleo
peptidico que tiene union fuerte a TSg y ESg, también interactia con TSg. Los centros de union y los centros de
reaccion en la reaccion de ES no son distinguidos por el analogo de sustrato del método tradicional. En contraste, el
vehiculo no catalitico identificado de acuerdo con la presente invencion se une con TSg y ESg, pero no tiene
interacciones con TSg. Por lo tanto, TSg y ESg estan efectivamente "separados" de TSr en el vehiculo de la
invencion, lo que sugiere que el centro de unién y el centro de reaccion entre ES pueden tratarse como si fueran
distintos, dado que es coherente con un modelo "de sitio dividido".

Una ventaja principal del nuevo método respecto al método tradicional se deriva de esta division: la adicion
experimental en el presente método de un resto reactivo que eleva TSgr al vehiculo puede realizarse sin interferir en
las interacciones de union positivas que el vehiculo comparte con TSg y ESg, dado que la union y la reaccion estan
"separadas" en el vehiculo. En contraste, la adicion de un resto reactivo que eleva TSg a un analogo de sustrato de
kcat/Km alta, como en el método convencional, tiene una mayor probabilidad de interferir en las interacciones de
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union fuerte del nucleo peptidico de union fuerte, dado que los centros de unién y de reaccién estan altamente
interconectados y no estan "divididos".

Ademas, el método tradicional emplea un analogo de sustrato que reduce TSgr vy, por lo tanto, contrarresta la
inhibiciéon. En contraste, el vehiculo elaborado a partir del método de la invencién no tiene propiedades cataliticas.
Esto da la segunda ventaja principal: debido a sus propiedades no cataliticas, el vehiculo identificado de acuerdo
con la invencién no puede reducir TSg y por lo tanto, no funciona contra la inhibicion.

Ademas, como resultado de las complejidades entre las interacciones que se producen entre las partes de union y
reactiva de la molécula inhibidora producidas a partir del método tradicional, todo el sistema tradicional no es muy
empirico, las cinéticas son mas complicadas vy dificiles de estudiar, las predicciones son mas dificiles, y es, por lo
tanto, mas desafiante identificar un inhibidor de enzima de corte peptidico unido y potente efectivo. En contraste, la
suposicién de estado dividido que sustenta el método de la presente invencion permite un sistema sencillo en el que
las cinéticas no son muy complicadas, el sistema no es tan dificil de estudiar, las predicciones son mas eficientes, y
la identificacion de un inhibidor de enzima de corte unido y potente es mas probable. El método de la invencion
identifica, por lo tanto, un vehiculo no catalitico (baja kcat) eficaz que aumenta TSg de una manera que no interfiere
en las interacciones de union favorables que se producen con TSg y ESg. Aunque una kcat de cero puede ser la
situacion mas preferida teéricamente, una kcat baja no nula también puede ser aceptable, particularmente cuando
las propiedades inhibidoras del nucleo peptidico pueden suplementarse mediante funcionalizacién adicional con uno
0 mas sustituyentes.

Inhibicién de la catalisis impulsada por desestabilizacion del estado basal

Los argumentos anteriores suponen que la catalisis en estado de transicion es el modo de renovacién enzimatica.
Sin embargo, el modo de catalisis para la enzima podria ser, en su lugar, desestabilizacion del estado basal (figura
1c). En ese acontecimiento el método de la invencion aun puede aplicarse. En la desestabilizacion del estado basal,
el estado basal de la enzima se desestabiliza lo bastante para causar una reduccién de la energia de activacion Ea
de modo que la velocidad de la enzima sea catalitica, aunque el estado de transicion no se reduce. En este caso, la
diferencia entre ES y TS se reduce. Para conseguir esto, la ESg debe permanecer constante dado que TSg tampoco
deberia reducirse. En su lugar, ESg se eleva, lo que disminuye las energia de unién aparente (aumenta Km) y
posteriormente eleva ES y de este modo acelera la velocidad. La aceleracién de la velocidad es, por lo tanto,
independiente de ESg. En consecuencia, la energia de union intrinseca se traslada de la union a la catalisis, de
modo que es (AGb) constante. Murphy (1995) argumenta que esta Ultima caracteristica es la caracteristica definitoria
de un efecto de la desestabilizacion del estado basal.

Existen varios argumentos excelentes en la bibliografia que apoyan la desestabilizacion del estado basal como una
forma significativa de catalisis. Un articulo de Jencks (1987) argumenta que la desestabilizacion del complejo ES es
esencial para todas las formas de catalisis. Se argumenta que pequefios cambios en la desestabilizacion no son
criticos para pequefios cambios en la catalisis, pero son esenciales para grandes aumentos en la velocidad. De
hecho, se sugiere que la estabilizacion del estado de transicion es necesaria, pero no es suficiente para las
potenciaciones de velocidad.

A conocimiento de los inventores, no existen métodos que produzcan inhibidores que exploten el método de
desestabilizacion del estado basal. Esto puede ser porque la desestabilizacién del estado basal no se considera en
la bibliografia popular como un mecanismo serio para catalisis enzimatica. Sin embargo, el método de la invencion
es, en principio, suficientemente versatil para producir inhibidores que inhiban enzimas que operan mediante
estabilizacion del estado de transicion, estabilizacion del estado basal, o una combinacion de ambas. A continuacion
se describira como se consigue la contrarrestacion de la desestabilizacion del estado basal catalitica.

Con el fin de conseguir la inhibicién, las etapas en el método de la invencion identifican un nucleo peptidico no
catalitico de union fuerte (etapas | a Ill). Dado que el nucleo peptidico esta unido fuertemente, causa un aumento de
la energia de union aparente de la enzima a través de contactos favorables en los centros de unién en el estado
basal y el estado de transicion. Por lo tanto, ESg se reduce mas de lo que aumenta ESg. Esto puede hacer que ES
se reduzca, lo que se traduce en una Km sin cambios o menos. En consecuencia, este efecto por si solo, en
principio, cancelara el caso en el que se producira la catdlisis y donde se eleva ES en el escenario normal de
catalisis. Se puede argumentar que TSg también se reducira dado que se redujo ESg (de acuerdo con el principio de
conservacion entre ESg y TSg). Sin embargo, el nicleo peptidico es no catalitico, lo que significa que TSg no se
redujo mas de lo que se elevo TSg, de modo que la reduccion de TS no es beneficiosa para la catalisis. Esta es una
propiedad intrinseca del nucleo peptidico. Ademas, la adicién de un resto reactivo al péptido no catalitico puede
causar efectos adicionales en el estado basal que interfieren en la progresion a un estado de transicion. De nuevo,
dado que la parte de union del inhibidor se ha construido por separado de la parte reactiva, hay una probabilidad
disminuida de que los acontecimientos de union inhibidores del nicleo peptidico resulten influidos negativamente por
el resto reactivo.

Desde la descripcion hasta este punto, deberia ser evidente que la invencién no solo es novedosa, sino que sigue
un enfoque que esta contraindicado por los paradigmas previamente aceptados generalmente en la bibliografia y la
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practica de este campo. Los beneficios y el éxito empirico del método de la invencion se ilustraran en las siguientes
secciones.

PARTE Il. METODO DE LA INVENCION

Las proteasas son proteinas que catalizan la escision de sustratos que contienen un constituyente peptidico. Dado
que se encuentran universalmente y son, en muchos sentidos, representativas de las enzimas de corte como clase,
las proteasas se usaran como el ejemplo arquetipico de las enzimas de corte con el fin de ilustrar el método de la
invencion.

El término "proteasa" como se usa en el presente documento significa una enzima que escinde un polipéptido de
cualquier longitud, corto o largo, en un enlace peptidico, por ejemplo hidrolizando el enlace peptidico. El sustrato de
una proteasa es, por lo tanto, un polipéptido. El sustrato puede ser un polipéptido de origen natural o un polipéptido
sintético. La mayoria de las proteasas exhiben especificidad por ciertas secuencias peptidicas dentro de un
polipéptido, y la invencion esta disefiada para explotar esta especificidad en la identificacion de inhibidores de
proteasa potentes y especificos, que se denominan en el presente documento "inactivadores de proteasa". La
"potencia" se define en el presente documento como la inhibicién que se produce con una unién fuerte (kl baja), y la
"especificidad" se define en el presente documento como la inhibiciéon que esta marcada por una complementariedad
maxima con la configuracion de la enzima que causa la catalisis (por ejemplo, estado de transicion o estado basal).
Un tercer atributo, la "selectividad", se define en el presente documento como una caracteristica de inhibidores que
pueden discriminar entre la proteasa diana y otras proteasas. La selectividad es a menudo el resultado natural de
"potencia" y "especificidad". A veces, el término "peptidasa" se usa en la técnica para identificar un subconjunto de
proteasas que escinden polipéptidos cortos (es decir, péptidos). Sin embargo, el término "proteasa” como se usa en
el presente documento pretende incluir las "peptidasas”.

Los sustratos de proteasas se caracterizan y clasifican convenientemente de acuerdo con el método de Berger y
Schechter (1970) (figura 2). Estos investigadores fueron los primeros en valorar la especificidad de la papaina y
mostraron siete subsitios en el sitio activo de papaina con cuatro en el lado del grupo acilo (S4-S1) y tres en el lado
del grupo saliente (S1'-S3'). Su nomenclatura clasica se usa en el presente documento. Las posiciones "S" se
refieren a los subsitios de la enzima, mientras que las posiciones respectivas y correlativas "P" se refieren a los
residuos del sustrato que se unen a ese subsitio particular. El acontecimiento de escisién del enlace cortable se
produce en el surco de unién P1/S1 entre substrato y enzima, respectivamente, donde el extremo N de un sustrato
es el mas cercano a los sitios S de nUmero mas alto, y el extremo C de un sustrato esta mas cerca de los sitios S' de
numero mas alto.

Los inactivadores de proteasa identificados de acuerdo con el método de la invencidon normalmente tienen la férmula
general R¢-(Xaa)r-R2 en la que Rq es un grupo de bloqueo opcional, Xaa es un residuo de aminoacido, n esta entre 1
y 9, preferentemente entre 1 y 6, mas preferentemente entre 1 y 4, mas preferentemente 1, 2 0 3, y Rz es un
reactante inactivador de proteasa opcional. Ri-(Xaa), se denomina como nucleo o vehiculo. Los reactantes
inactivadores tienen las siguientes caracteristicas. En primer lugar, son inertes hacia el nicleo en condiciones
ambientales, cuando la enzima no esta presente. En segundo lugar, se vuelven activados en presencia de la
enzima. En tercer lugar, cuando estan unidos a la enzima diana, reaccionan o se unen mas rapidamente de lo que
se disocian (Fersht, 1985). Los grupos de bloqueo son bien conocidos y se usan rutinariamente en la técnica de la
quimica organica, y la invencién no se limita al uso de ningin grupo de bloqueo particular en el vehiculo o
inactivador de proteasa; de hecho, como se ha destacado anteriormente, la presencia de un grupo de bloqueo es
opcional. Los ejemplos de grupos o restos de bloqueo incluyen: Z = carbobenzoxi; B = Boc = t-butoxi; Ac = acetilo;
Suc = succinilo (COOH y/o CH2,CH,CO se pueden fijar al extremo amino); Mu = morfilina; MeOS = metoxisuccinilo;
glutarilo = acido glutarico; D = D-aminoacido en lugar del L-aminoacido de origen natural; se pueden usar también
aminoacidos no naturales tales como Nva-norvalina, Abu-acido aminobutirico, como también grupos fenilo y
similares.

Los ejemplos de reactantes inactivadores (que incluyen "reactantes suicidas" como se describen cominmente en la
bibliografia) incluyen fluorometilcetona (FMK), clorometilcetona (CMK), diazometilcetona, vinilsulfona (VS),
vinilsulfonenilo (VSP o VSPh), epoxido (Ep), cetoamida ( CONH o KA), clorometano, CONH-CH_-piridilo o CONH-
piridilo (KPy, KPyr o K), CONH-4-morfofenilo (KM), CONH-etilo (KE, KC o KE2), un alfacetoacido (AK) , un aceptor
de Michael, aldehido peptidico, acetaldehido, nitrilo, hidroximato, ciclopropenona y epoxisuccinamida.

Los residuos de aminoacidos pueden ser aminoacidos de origen natural o aminoacidos no naturales, tales como
norleucina y ornitina. Pueden ser D-aminoacidos o L-aminoacidos, y pueden incluir derivatizaciones o modificaciones
de cualquier tipo. Los aminoacidos se pueden unir por enlaces peptidicos o por cualquier otro tipo de enlace, tales
como enlaces éster. Pueden ser alfa-aminoacidos, beta-aminoacidos, peptoides (que contienen uno o mas
sustituyentes en los sitios N de amida de la cadena principal en lugar de o ademas de los sustituyentes en las
posiciones alfa amino de las cadenas principales de poliamida) o analogos peptidicos en los que uno o mas atomos
de un péptido han sido sustituidos por diferentes elementos atémicos o por grupos funcionales, con el fin de obtener
propiedades mejoradas para uso farmacoférico. Los péptidos pueden ser de cualquier longitud.
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La parte del inactivador de proteasa diferente del reactante inactivador se denomina en el presente documento el
nucleo peptidico. Estructuralmente, el nucleo peptidico se representa mediante Rq-(Xaa), o, si no hay ningun grupo
de bloqueo, simplemente (Xaa), (véase anteriormente). El nicleo peptidico incluye uno o mas aminoacidos (P a P')
que se unen a uno o mas aminoacidos (S a S') en el sitio de unioén al sustrato en la proteasa diana (figura 2).

El método de la invencidon puede emplearse para identificar inhibidores de proteasas producidas por organismos,
tales como bacterias, hongos y protozoos, que son patégenos para animales o plantas, o para cualquier proteasa
cuya inhibicién sirva para un propésito util. Preferentemente, el inactivador de proteasa es selectivo para una
proteasa especifica de un organismo patdgeno o esta asociado con una patologia particular, y no inhibe otras
proteasas no diana del huésped. La proteasa diana puede ser una proteasa conocida o desconocida.

Un experto en la materia apreciara que todas las etapas del método descritas pueden realizarse o, como alternativa,
una o mas etapas pueden omitirse a discrecion del investigador, dependiendo, por ejemplo, de las caracteristicas
conocidas de la proteasa, los sustratos y/o los resultados de determinaciones anteriores. Por ejemplo, el cribado
general para la escision del péptido (etapa |) puede omitirse en el caso de una proteasa bien caracterizada. Del
mismo modo, el ensayo de sustratos candidatos (etapa IV) o inactivadores de proteasas (etapa VIII) por su
capacidad para inhibir la escisidon de sustratos naturales de la proteasa puede omitirse si el tiempo y el dinero son
escasos, ya que esta etapa proporciona informacion que es Util pero no es necesaria para la identificacion definitiva
de un inhibidor de un sitio activo de la proteasa.

Ademas, como también reconocera un experto en la materia, el orden en que se realizan algunas de las
determinaciones puede modificarse. Por ejemplo, el estudio de selectividad (etapa IX) puede realizarse
inmediatamente después de la etapa VII, parte B, que identifica el potencial inhibidor de los reactantes inactivadores
enlazados covalentemente. En este caso, el investigador puede desear valorar la selectividad de los inhibidores
potenciales antes de pasar realmente al tiempo y los gastos de realizar ensayos de estado de transicion o de estado
basal en la etapa Vll-parte C. Deben realizarse las siguientes etapas, sin excepcion, pero pueden realizarse en
cualquier orden y no estan limitadas a ensayos cinéticos: etapa Il (cribado de escisién de sustrato), y etapa Il
(ensayo competitivo). La etapa VIl (ensayo estado de transicién o de estado basal) puede realizarse cuando sea
deseable.

Como se ha destacado anteriormente, el método de la invencién puede realizarse usando un material de partida que
es una proteasa diana purificada o una mezcla en bruto que contiene la actividad proteasa. Una vez que la mezcla
en bruto ha sido caracterizada, se utiliza de la misma manera que la proteasa purificada, excepto que se afiade en
sustitucién de la proteasa purificada. Por supuesto, cuando esta disponible, es preferible emplear la proteasa
purificada como un material de partida. Debe entenderse que los procedimientos descritos a continuacién son
aplicables igualmente a proteasas diana purificadas y a mezclas en bruto; sin embargo, si hay modificaciones,
adiciones o eliminaciones en el protocolo experimental que sean sugeridas para mezclas en bruto, estas también se
describen. La cantidad usada es la cantidad que es proteoliticamente detectable en el dispositivo de deteccion.

Etapa preliminar (etapa P): deteccién preliminar de condiciones de ensayo optimas definidas para escision del
sustrato

El entorno 6ptimo para escisién proteolitica por la proteasa diana se establece antes de realizar los experimentos
que conducen a la identificacién de un inhibidor del estado de transicion de la proteasa. A este respecto, es Util la
informacion o determinaciones sobre el pH y otras condiciones de ensayo (por ejemplo, temperatura, requisitos del
cofactor y condiciones del tampdn) que permitan la catalisis 6ptima del sitio activo. Ademas, si se pueden obtener o
estan disponibles datos de caracterizacion preliminares, tales como una idea general de la clase mecanicista de la
proteasa, esta informacion es Util para optimizar las condiciones para la catalisis. Los ejemplos de clases
mecanicistas incluyen cisteina proteasas, serina proteasas, proteasas asparticas y metaloproteasas.

Este ensayo preliminar para determinar las condiciones de ensayo optimas para la escision del sustrato
preferentemente utiliza sustratos representativos de la proteasa diana. Por ejemplo, un sustrato de endopeptidasa
representativo tal como Z-Phe-Arg-AFC se usaria si la proteasa diana fuera una cisteina proteasa de tipo catepsina
L, o se emplearia Z-Arg-AFC si se esperara que la proteasa fuera una serina proteasa. AFC representa el cromoéforo
7-amino-4-trifluorometilcumarina, que emite fluorescencia tras la escision del péptido. Como alternativa, se puede
emplear un cromoéforo que cesa de emitir fluorescencia tras la escision. Los ejemplos de otros cromdforos
adecuados incluyen para-nitro-anilina (PNA), 7-amino-4-metilcumarina (AMC) y 7-amino-4-carbamoilmetilcumarina
(ACC), donde la eleccion del cromdforo puede estar dictada por: coste y dificultad de sintesis; longitud de onda para
la deteccion de fluorescencia; compatibilidad con la proteasa; y otras consideraciones practicas.

Donde la proteasa diana es una proteasa purificada, las concentraciones de sustrato representativas en el ensayo
preliminar son, preferentemente, al menos de 50 a 100 veces mayores que la concentracion de enzima para
garantizar condiciones de saturacion, y también es preferible que sean menores que el intervalo micromolar con el
fin de prevenir la introduccién de variables que potencialmente puedan introducir fenédmenos cinéticos no lineales.
En este ensayo, la proteasa purificada se afiade a la cantidad saturante de sustrato en tampdn de ensayo.
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La proteasa diana también puede ser parte de una "mezcla en bruto". En ese caso, los ensayos preliminares se
alteran tal como se describe con mas detalle a continuacion.

A. Determinacion del pH e intervalo de pH optimo

De todas las optimizaciones de ensayo, la determinacion del intervalo de pH dptimo para la proteasa diana es la mas
importante. Un punto de pH de partida puede deducirse normalmente de la fuente biolégica de la proteasa diana o
puede que ya se conozca de antemano. Por ejemplo, la cisteina proteasa de Taenia esta presente en los lisosomas
del parasito Taenia (un entorno acido), por lo que se emple6 un tampén acido con citrato 0,4 M, pH 4,9 (documento
WO 00/63350) para estudios de actividad de proteasa. El perfil de pH de la proteasa diana puede investigarse
determinando un intervalo de pH para una bateria de sustratos representativos para la clase del sitio activo (por
ejemplo, sustratos de endopeptidasa si la proteasa es una endopeptidasa, substratos de aminopeptidasa si la
proteasa es una aminopeptidasa, y similares). Se traza una curva de pH frente a actividad y se determina el pH,
preferentemente hasta el centésimo grado, para la escision maxima de los sustratos mas representativos. En los
casos en que se observan variaciones en el pH 6ptimo para diferentes sustratos, el pH mas cercano al pH apropiado
para la ubicacion biolégica de la proteasa diana es normalmente el pH optimo para estudios posteriores.
Preferentemente, los ensayos se llevan a cabo al pH éptimo + 1 unidad de pH, mas preferentemente + 0,5 unidades
de pH, de la forma mas preferente + 0,1 unidades de pH.

B. Determinacion de las condiciones exégenas optimas

Se puede seguir una estrategia similar a la anterior para determinar si es necesario afiadir componentes exégenos
para promover la actividad proteasa. Por ejemplo, las cisteina proteasas a menudo requieren un entorno reductor
para la actividad, las calpainas se activan por la adiciéon de calcio y las metaloproteasas cominmente requieren un
cofactor metdlico para la activacion. Por lo tanto, las condiciones para la escisién 6ptima por la proteasa diana
variaran de proteasa a proteasa y se deben determinar en consecuencia. Por ejemplo, se determiné que debe
afnadirse L-cisteina 10 mM al tampon de ensayo para la cisteina proteasa de Taenia con el fin de optimizar las
condiciones de escision para el sustrato de endopeptidasa representativo, Z-Phe-Arg-AFC (documento WO
00/63350).

C. Determinacién de la temperatura de incubacién éptima

Las temperaturas de incubacion del ensayo también se pueden modificar para determinar la temperatura 6ptima
para la escision de la proteasa. Si la proteasa diana proviene de un ser humano, esta temperatura sera normalmente
de 37 °C, que es la temperatura fisioldgica para la mayoria de las actividades enzimaticas. Para la proteasa del
parasito humano Taenia, se determind que la temperatura optima para la escision era de 37 °C (documento WO
00/63350).

D. Determinacion del tiempo de incubacion 6ptimo

Una vez que las condiciones anteriores en el ensayo se han definido, puede ser util incubar los sustratos mas
altamente escindidos (conocidos como "sustratos de alta kcat") individualmente con la proteasa diana, a
continuacion construir un grafico de tiempo frente a escision. El tiempo en el que menos del 10 % de reaccion se ha
completado debe tenerse en cuenta para lecturas futuras. Una reacciéon que ha avanzado hasta menos del 10 % de
finalizacion es normalmente una en la que las concentraciones de sustrato permanecen saturantes, evitando de este
modo advertencias pleiotropicas dependientes de la concentracion que pueden producirse si se reducen las
concentraciones de sustrato, tal como se describe mas adelante. Esto puede complicar las valoraciones cinéticas
que se realizan mas tarde. Por lo tanto, si la reaccion ha avanzado demasiado, y las concentraciones de sustrato
estan alteradas, las variables cinéticas pueden no ser fiables.

E. Proteasa diana en una “mezcla en bruto”

Como se ha destacado anteriormente, la proteasa diana puede ser una proteasa purificada y aislada, o puede ser
parte de una mezcla en bruto. Una "mezcla en bruto" es una coleccién o combinacién de componentes biolégicos
dentro de los cuales existe la proteasa diana. Normalmente, la mezcla en bruto es una muestra biolégica no
purificada o parcialmente purificada. En los ensayos que emplean una mezcla en bruto, es especialmente importante
definir condiciones cataliticas 6ptimas tal como se ha descrito anteriormente. Cuanto mas "finamente ajustado” esté
el entorno de ensayo, mayor es la posibilidad de reducir el nimero de proteasas que estan activas en esas
condiciones definidas. Incluso cuando se han determinado las condiciones ambientales 6ptimas para la escision de
una bateria de sustratos, aun existe la posibilidad de que las isoformas de la proteasa o incluso mas de una
proteasa funcionen de manera 6ptima en las condiciones dadas. Sin embargo, incluso en el caso de que mas de una
proteasa funcione de manera 6ptima en un entorno de ensayo dado, aun es posible e incluso probable que los
mecanismos bioquimicos en el acontecimiento catalitico sigan algin patron conservado. Esto se basa en el hecho
de que la escision de mas de una proteasa es 6ptima en las condiciones de ensayo definidas debido a mecanismos
bioquimicos similares dentro del sitio activo. De hecho, la conservacion bioquimica significativa a menudo esta
presente a nivel del sitio activo para diferentes clases de proteasas. Por ejemplo, tanto las cisteina como las serina
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proteasas avanzan con un mecanismo similar que emplea un aducto tetraédrico con el sustrato en uno de los
estados de transicion importantes (Kamphuis y col., 1984; Polgar y col., 1988).

Sin un analisis en profundidad, es imposible valorar si el mecanismo de dos o mas proteasas en un entorno
especifico estd o no completamente conservado. No obstante, y sin pretender estar sujetos a ninguna teoria
particular de actividad o mecanismo bioldgico, estos procedimientos contintian con la suposicion de que existe una
conservacion del mecanismo de sitio activo de mas de una proteasa que opera en una condicidon ambiental dada, y
que un inhibidor que es especifico para ese sitio activo debe suprimir el acontecimiento catalitico para esas
proteasas. Incluso si esta suposicién no es completamente correcta, se espera que los procedimientos perfilados a
continuacién produzcan un inhibidor que tenga cierta afinidad por el sitio activo de uno u otro o de todos. Tal como
se demuestra en los ejemplos, se produjeron los mismos inhibidores (Z-LLL-FMK y Z-LLY-FMK) para la proteasa
purificada que para la mezcla en bruto que incluia la proteasa. Si bien esta descripcién supone que mas de una
proteasa estara activa en una condicion ambiental muy especifica, de hecho pueden existir mezclas en bruto que
contienen solo una proteasa que es activa en las condiciones definidas.

El procedimiento para determinar el entorno catalitico éptimo para una proteasa presente en una mezcla en bruto es
similar al perfilado anteriormente, con los siguientes refinamientos opcionales. Hasta que se determine el tiempo de
incubacion optimo, normalmente se emplean tiempos de incubacion largos (por ejemplo, 18 - 24 horas). Los
procedimientos pueden variar dependiendo de si se sabe algo sobre la clase mecanicista de la proteasa. En el
ensayo de optimizacion de la actividad preliminar descrito a continuacion, el término "actividad" se usa
indistintamente con "proteasa" ya que, por definicion, la proteasa en una mezcla en bruto no esta purificada.

La mezcla en bruto se prepara a partir de una muestra bioldgica usando procedimientos que estan disefiados para
aislar proteinas y materiales proteicos a partir de otros componentes celulares, tales como lipidos, acidos nucleicos y
carbohidratos. Las técnicas particulares usadas dependen de la fuente bioldégica conocida o sospechada de la
proteasa diana. Se conocen en la técnica muchos procedimientos para la liberacion de proteinas, y la invenciéon no
se limita a ningun procedimiento particular para preparar la mezcla en bruto. Por ejemplo, en el caso de la proteasa
de la proteasa de Taenia, se sospechd que la proteasa era una proteina de membrana periférica. En consecuencia,
se realizd una agitacion en voértice rigurosa de los parasitos en tampoén acido seguida de centrifugado, lo que
provoco la liberacion de la actividad similar a la cisteina proteasa (basandose en los perfiles del sustrato escindido y
el inhibidor) en el sobrenadante (documento WO 00/63350). Por otro lado, si se sospecha que la proteina esta unida
a la membrana, se puede emplear un método de solubilizacién con detergente.

Si se desea, la mezcla en bruto puede purificarse adicionalmente. Por ejemplo, puede someterse a una
cromatografia de exclusion por tamanio, tal como filtracion en gel, que separa los componentes en la mezcla en bruto
por tamafo. Los medios de filtracion en gel estan disponibles de varios proveedores, incluyendo BioSepra,
Pharmacia y otros. Por ejemplo, la mezcla en bruto que contiene la actividad proteolitica puede cargarse en una
columna de filtracidon en gel y fraccionarse. Las fracciones supervisadas usando las condiciones éptimas para la
escision determinadas anteriormente pueden usarse para detectar subfracciones que contienen la actividad
deseada. Opcionalmente, se puede usar primero una columna de filtracion en gel con un amplio intervalo de
separacion, seguido por un estrechamiento de esta columna (mediante un cambio de la resina de filtracion en gel)
hasta el intervalo que mas adecuadamente purificara parcialmente la proteasa. Si la actividad no puede disolverse
en solucion, entonces puede ser necesaria una estrategia de purificacion parcial independiente. Opcionalmente,
también se puede realizar una purificacion adicional de la proteasa diana, tal como mediante cromatografia de
intercambio i6nico o de fase inversa.

Preferentemente, se estudia un amplio intervalo de pH. El conocimiento del pH del entorno biolégico del que se
deriva la enzima de interés bioldgico es Util, aunque no necesario. Si se conoce o se sospecha la clase mecanicista
de la proteasa, se construye un perfil de pH frente a actividad usando uno o mas sustratos representativos. Si no se
conoce la clase mecanicista, se construye una curva de pH frente a actividad para los sustratos que representan las
diferentes clases mecanicistas. Posibles sustratos para diferentes clases mecanicistas se incluyen en la siguiente
tabla. Por ejemplo, los posibles sustratos incluyen Z-Phe-Arg-X para cisteina proteasas y Z-Arg-AFC para serina
proteasas, donde X representa el grupo de deteccion (por ejemplo, X es 7-amino-4-trifluorometilcumarina).

Ejemplos de sustratos representativos para diversas enzimas

Enzima Sustrato representativo
Catepsina B B-LRR _AFC

Catepsina C GR-AFC

Catepsina D Z-RGFFP-AFC
Catepsina G Suc-GGF-AFC
Catepsina H L-R-AFC

Catepsina L Z-FR-AFC

Catepsina K B-AGPR-AFC
Quimotripsina Suc-LLVY-AFC
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Enzima Sustrato representativo
Elastasa MeoSuc-AAA-AFC
Tripsina Z-R-AFC

Uroquinasa Glutarilo-GR-AFC
Plasmina Z-AKK-AFC

Enzima conversora de interleucina (ICE) | Ac-YVAD-AFC
Aminopeptidasa B L-K-AFC
Aminopeptidasa M L-L-AFC

Después de la construccion del perfil de pH frente a actividad, los resultados se revisan para determinar el pH
optimo y el sustrato especifico que se empleara para la deteccidon. Si no se conoce la clase mecanicista de la
proteasa, se realiza una valoracion y se toma una decision basada en un andlisis de la actividad proteasa con
respecto a los diversos sustratos ensayados. Se pueden observar varias actividades enzimaticas diferentes dentro
de la mezcla en bruto; las actividades se ponen de manifiesto por la division observada de diversos sustratos
representativos. La eleccion de qué actividad investigar queda a discrecion del investigador. Por ejemplo, se pueden
elegir las condiciones que generan la mayor escision en un sustrato especifico. Por otro lado, se podria elegir un pH
particular, en casos en los que la actividad a ese pH parece ser una actividad biolégica de interés. En el caso de la
proteasa de Taenia (documento WO 00/63350), la actividad elegida para una investigacion adicional fue la actividad
mas alta observada a pH acido. Esto se debid a que se sospechaba que la proteasa de interés estaba ubicada en
los lisosomas, un organulo acido. La actividad seleccionada para la investigacion se derivd de un sobrenadante
resultante de una extraccion con acido, y se observo actividad maxima a pH 4,9, que era equivalente al pH de los
lisosomas.

Después de que se ha elegido una actividad basada tras la escision observada del sustrato especifico, se puede
refinar el pH éptimo. Se debe advertir de que se pueden observar picos dobles en las curvas de pH frente a
actividad, que a menudo representan enzimas solapantes o isoformas dobles de la misma enzima. La demostracion
de dichos picos, que se desvian del comportamiento en forma de campana, es indicativa de mas de una enzima
principal que opera al pH indicado.

Una vez que se identifican el pH o6ptimo y el sustrato de deteccion general, se construye una curva de dosis-
concentracion de mezcla en bruto con respecto una actividad de escisién de sustrato. La mezcla en bruto se afiade
en concentraciones crecientes al sustrato especifico al pH 6ptimo determinado. A continuacion, se sigue la actividad
de la proteasa en cada concentracion a lo largo del tiempo. Se determinan la concentracion y un tiempo en que se
registra la actividad.

Las variables exdgenas, temperatura de incubacion éptima y tiempo de incubacion 6ptimo se determinan como se
ha descrito anteriormente para la proteasa diana purificada.

Etapa 1. Cribado general de sustratos proteicos para identificar patrones de escision preferidos

Esta es un cribado opcional que puede realizarse inicialmente o mas tarde durante el método con el fin de obtener
informacion general sobre las preferencias de escision de la proteasa diana. Mas especificamente, este cribado se
usa para identificar patrones en los sitios P3, P2 y P1 de sustratos que estan asociados con la escision del sustrato.
Este cribado se realiza normalmente usando proteinas de origen natural como sustratos. Se prefiere que los
sustratos proteicos contengan un complemento completo de aminoacidos con el fin de llevar a cabo el cribado mas
general. Los ejemplos de sustratos proteicos preferidos incluyen albumina e insulina. Si se conoce el sustrato natural
de la proteasa, entonces esta proteina se usa como fuente para la escision del sustrato. En el ejemplo 1, se emplea
la inmunoglobulina G humana como fuente de proteina para analizar la escision por parte de la cisteina proteasa de
T. solium, dado que se habia determinado previamente que esta proteina puede servir como una diana natural para
la escision. Los sustratos proteicos también se pueden elegir en funcién de la ubicacion biolodgica esperada de la
proteasa. Por ejemplo, se sabe que las cisteina proteasas acidas escinden proteinas importadas generales como la
albumina, por lo que la albumina podria usarse en la deteccion de una cisteina proteasa. Preferentemente, se usa
espectroscopia de masas para seguir la escision del sustrato proteico.

La proteasa se incuba en un tampdn de ensayo en las condiciones 6ptimas para escision segun lo determinado en el
ensayo de optimizacion preliminar. Los patrones de escision se analizan para determinar las preferencias de
escision de la proteasa, es decir, aminoacidos o clases de aminoacidos que aparecen frecuentemente en posiciones
P3, P2 y/o P1 de los sustratos cribados. Si no se observan escisiones, la concentraciéon de proteasa, las condiciones
y/o sustratos de reaccion se modifican hasta que se observe escision.

Etapa Il. Determinacion de sustratos de alta y de baja kcat
Este es otro procedimiento de cribado. Permite la deteccion in vitro del o de los sustratos peptidicos mas eficaces de

la proteasa diana (sustratos de alta kcat). También se identifican sustratos que no se escinden bien (sustratos de
baja kcat).
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A. Cribado de sustratos sintéticos

Este procedimiento de cribado identifica el o los sustratos sintéticos que son escindidos de la forma mas eficaz por la
proteasa diana. Preferentemente, los sustratos cribados son tripéptidos, dipéptidos y/o compuestos que comprenden
aminoacidos individuales, pero se pueden usar péptidos mas largos si se desea. Los extremos N de los sustratos
cribados se derivatizan opcionalmente (por ejemplo, con un grupo protector como resultado de sintesis quimica), y
un grupo de deteccién se une preferentemente al extremo C para facilitar la deteccion del acontecimiento de
escision. Debe entenderse que el método no esta limitado al uso de sustratos que tienen grupo de proteccion y/o
grupo de deteccion particular alguno, y que un grupo de deteccion puede unirse al extremo N en lugar de o ademas
del grupo de deteccioén idéntico o diferente en el extremo C.

Un grupo de deteccion que es muy adecuado para el presente método es un grupo fluorométrico tal como 7-amino-
4-trifluorometilcumarina (AFC), que puede detectarse mediante un aparato fluorémetro de alta calidad. En el
contexto de la presente invencion, un grupo fluorométrico es uno que es no fluorescente cuando se fija al nucleo
peptidico (que puede ser un Unico aminoacido, un dipéptido, un tripéptido, y asi sucesivamente sin limitacion) pero
emite fluorescencia cuando se escinde. Sin embargo, debe destacarse que la deteccion fluorométrica no es el tnico
mecanismo mediante el cual puede medirse la actividad proteasa. De hecho, en la técnica ya se conocen varios
métodos incluyendo aquellos que implican efectos de isétopo cinético (Cleland, 1995). Cualquiera puede ser elegido
a discrecion del investigador; la invencion no pretende estar limitada por la eleccion de ningin grupo de deteccion
particular. En el ejemplo 2, se obtuvieron monopéptidos, dipéptidos y tripéptidos enlazados a AFC con una variedad
de permutaciones en P3-P1 de Enzyme Systems Products (Livermore, CA) y se escindieron para liberar el grupo
AFC, que luego se midié como una molécula libre mediante el fluorémetro (absorbancia de AFC: 400 nm, emisién de
AFC 505 nm). La escision de AFC se convierte en cantidades molares, basandose en una curva patrén previamente
establecida para el fluorémetro disponible.

El investigador puede elegir cribar una amplia clase de sustratos peptidicos o una clase mas limitada de sustratos
peptidicos. Dados 20 L-aminoacidos de origen natural, el nimero total de tripéptidos, dipéptidos y/o compuestos que
comprenden aminoacidos individuales tedricamente disponibles para el cribado es 8.420. Cuando se trata con
numeros tan grandes, la ventaja de la accesibilidad a instrumentacion de alto rendimiento, tal como un sistema
microarrayer o instrumentacion robotica, se hace evidente. Sin embargo, si esta instrumentacion no esta disponible,
la mayor parte del procedimiento puede realizarse de manera bastante econémica con tubos de vidrio Flint de 10 por
50 mm (disponibles de Fisher Scientific), una incubadora y un fluorémetro general u otro dispositivo de deteccion.

El coste y el tiempo a menudo dictan que se use un panel mas pequefio de sustratos en el cribado. En ese caso, los
sustratos que son representativos de aquellas proteinas escindidas por la proteasa en vista de su clase mecanicista
conocida o sospechada se emplean preferentemente. Existen varios medios para seleccionar sustratos
representativos para la proteasa diana. Por ejemplo, el cribado por espectroscopia de masas puede proporcionar
informacion sobre qué combinaciones de aminoacidos en P3-P1 se prefieren para la escision por la proteasa diana.
Ademas, si se conoce un sustrato natural de la proteasa, los sustratos representativos pueden predecirse analizando
los aminoacidos en las posiciones P1, P2 y/o P3 del sustrato conocido y seleccionando los sustratos que tienen
aminoacidos con caracteristicas similares (por ejemplo, hidréfobos, polares, no polares) en las posiciones
correspondientes. Ademas, se puede conocer u observar que ciertos aminoacidos en ciertos sitios son preferidos en
vista de la clase de sitio activo de la proteasa diana. Por ejemplo, muchas serina proteasas prefieren una arginina en
P1.

Independientemente de cuantos sustratos se usen, la proteasa diana se incuba, individualmente, con cada uno de
los sustratos disponibles usando las condiciones proteoliticas dptimas determinadas en el ensayo preliminar. Es util
que el sustrato se pueda preincubar en el tampén de ensayo durante un corto periodo de tiempo con el fin de
alcanzar un estado equilibrado (por ejemplo, aproximadamente 20 minutos), antes de la adicién de la proteasa. La
proteasa no debe afadirse demasiado tarde. En el ejemplo 2, se determind que el sustrato de endopeptidasa, Z-
Phe-Arg-AFC (Z = CgHs-CH2-O-CO-, grupo de bloqueo para el extremo N) se escinde de forma mas eficiente que
muchos otros sustratos en una pequefia biblioteca para la proteasa de la Taenia. Esta valoracion se basé en la
escision rapida del grupo fluorométrico AFC.

B. valoracién de parametros cinéticos para escision del sustrato

Cuando la proteasa diana se purifica y ha sido cuantificada, se calcula Vmax para la escision de cada sustrato,
siempre que la concentracion de la proteasa sea conocida. Dado que kcat es una funcion directa de Vmax, estos
valores se pueden determinar con bastante rapidez. Por ejemplo, si se usa AFC como el grupo de deteccion, kcat y
Vmax se calculan a partir de la cinética de liberacién de los grupos AFC. El resultado es una representacion cinética
para la escision del sustrato por la proteasa diana. Si no se puede determinar la concentracion de proteasa (como en
una mezcla en bruto), solamente se calcula Vmax. Debe destacarse que Km no necesita ser calculada y
normalmente no se calcula en esta valoracion.

C. Identificacion de sustratos de alta y de baja kcat
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Basandose en los resultados anteriores, se identifican aquellos sustratos con los valores mas altos y mas bajos para
kcat (o Vmax, donde se desconoce la concentracion de proteasa). Los sustratos de alta kcat se emplearan como
compuestos de deteccion para la proteasa diana, asi como una fuente para la competencia de potenciales nucleos
de unidn peptidicos (etapa lll) e inhibidores (etapa VII).

Los sustratos de baja kcat (o baja Vmax) pueden dividirse en dos clases: sustratos que no estan unidos y, por lo
tanto, no se renuevan, y sustratos que estan unidos pero no se renuevan (unién no catalitica), y potencialmente
blogueados en el sitio activo. Los sustratos que obedecen a la ultima condiciéon son de interés como inhibidores
potenciales de la actividad proteasa, ya que estan unidos pero no poseen caracteristicas bioquimicas que
conduzcan a la renovacion. Se denominaran "vehiculos" a partir de este punto, ya que son "suministrados" al sitio
activo. Como se ha descrito anteriormente, es esta posibilidad la que conferira ventajas significativas al vehiculo
unido, dado que el objetivo de disefio del nucleo peptidico es identificar un sustrato que reduce la energia de union
del complejo enzima/sustrato (ESg) and la energia de unién del estado de transicion (TSg) pero no reduce la energia
de reactividad del estado de transiciéon (TSr) como lo haria un nucleo peptidico unido cataliticamente. Tal como se
enfatizo en la parte |, se postula que la explotacion de ESg y TSg por un inhibidor es un beneficio clave del método
de la invencion.

Etapa Ill. Identificacién de sustratos inhibidores unidos no cataliticamente

Este ensayo de unién se realiza en el conjunto de sustratos de baja kcat y distingue sustratos no unidos de sustratos
unidos, pero no cataliticos. Mas especificamente, el ensayo permite la identificacion de emparejamientos de
enzima/sustrato que estan marcados por una unién muy fuerte a ESg y/o TSg, pero sin un efecto reductor de TSg, de
modo que los centros “de unién” y los centros "de reaccion” de la enzima estan efectivamente separados. (Como se
recordara, ESg es enteramente independiente de ESg, TSg y TSr y, por lo tanto, no se considera en gran medida en
esta descripcion).

Es una caracteristica Unica de esta invencion que identifica ndcleos que son hidrolizados solo minimamente o no lo
son en absoluto por enzimas diana, pero que tienen caracteristicas de unién sustancial en el sitio activo. Se pueden
usar métodos no cinéticos para este ensayo, tales como resonancia magnética nuclear u otra espectroscopia para
valorar la unién dentro de los complejos enzima-sustrato. Sin embargo, el modo mas conveniente y preferido de la
invencion prefiere ensayos de unién competitiva.

Ademas de identificar aquellos sustratos de baja kcat que exhiben una unién fuerte a la configuracion de la enzima
que impulsa la catalisis, este ensayo selecciona ademas sustratos que estan tan fuertemente unidos que inhiben la
escision de sustratos de alta kcat. El resultado final es la identificacion de un tripéptido, dipéptido o motivo de un
Unico aminoacido que es capaz de unirse al sitio activo de una manera cinéticamente mas favorable que la
combinacion de tripéptido, dipéptido o Unico aminoacido mas comunmente unida (aquellos que normalmente tienen
una alta relacion kcat/Km). Un ejemplo especifico de este ensayo se proporciona en el ejemplo 3. Los sustratos no
cataliticos unidos fuertemente identificados de acuerdo con esta etapa se denominan "no escindibles" o "no
hidrolizables" en el presente documento, y se denominan inhibidores o inactivadores en el presente documento y
representan sustratos que se escinden a solo una pequefia medida como maximo, y que se unen no cataliticamente
a la proteasa diana.

Tal como se menciona en la parte |, se puede argumentar que los sustratos fuertemente unidos en esta etapa se
unen solamente a ESg y no a TSg, en el caso donde la estabilizacion del estado de transicion impulsa la catalisis
para una enzima especifica. Por lo tanto, dicha unién seria indicativa de solo una inhibicién del estado basal. Sin
embargo, una caracteristica clave de esta etapa es que los sustratos unidos estan superando a los sustratos de alta
kcat que participan en la catalisis uniéndose también a TSg. Por lo tanto, si un "vehiculo" de sustrato competitivo
unido en este caso se une mas favorablemente que dicho sustrato de kcat alta, se postula que también debe unirse
a TSg, la configuracion que estaria marcada por las caracteristicas de uniéon mas fuertes. Este seria, por lo tanto, el
modo de inhibicién, dado que el sustrato de alta kcat esta unido mas fuertemente al estado de transicion.

La determinacién de Km para una gran cantidad de sustratos puede ser una tarea que consume mucho tiempo si no
se dispone de instrumentacion avanzada y recursos extensos. Para minimizar ese problema, este ensayo esta
disefiado para seleccionar rapida y eficazmente sustratos que tienen un valor muy bajo de Km (o Ki en las etapas a
continuacion), sin el uso de los recursos exhaustivos o modelizacion cinética (nétese que la Km real no se
determina). Se puede analizar rapidamente un gran panel de sustratos con afinidades de unién extremadamente
fuertes por la proteasa diana.

La potencial inhibicion competitiva de la proteasa diana se determina en un proceso de dos partes. En primer lugar,
se identifica una agrupacion inicial de sustratos de baja kcat que se uniran a la proteasa mas favorablemente que un
coctel que comprende un pequefio numero de los sustratos de kcat superior. El objetivo de esta parte del ensayo es
obtener un perfil muy bien diferenciado que represente una inhibicién ordenada de la escision por proteasa de los
sustratos de alta kcat, por los sustratos competidores de baja kcat. El perfil cualitativo de la inhibicion es mas
importante en este contexto que la adquisicién de valores cuantitativos. A continuacion, la dosis del céctel aumenta
constantemente mediante una mezcla de sustratos de alta kcat constantemente diversificada y mas concentrada, de
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una manera que impone una mayor rigurosidad en el ensayo competitivo (cribados de dosificacion mudltiple). La
diferenciacion entre los sustratos de baja kcat basandose en la capacidad de competencia se incrementa de este
modo, permitiendo la seleccion de solo los péptidos unidos mas fuertemente, ya que el tamafio de la agrupacion
disminuye constantemente.

Se espera que el aumento de la rigurosidad que resulta de un aumento en la "dosificacion" del coctel seleccione
aquellos sustratos que tienen el mayor potencial inhibidor. Este método sirve como un mecanismo de "filtracion"
eficaz para identificar una agrupacion de sustratos inhibidores del panel original. Esta agrupacion final se puede
evaluar cinéticamente para sus valores de Ki (que también son equivalentes al valor de Km del sustrato).

A. Eleccion de sustratos de alta y de baja kcat

Del panel completo de sustratos valorados, se elige un grupo (normalmente el 1 % superior) de sustratos con los
valores de kcat mas altos para componer un "céctel SUPERIOR", y se elige un segundo grupo (por ejemplo, el 20 %
inferior) de sustratos con los valores mas bajos de kcat para ensayo como "sustratos INFERIORES". Las elecciones
de kcat baja idealmente incluiran sustratos que no se escinden en absoluto. La eleccion del porcentaje de partida se
basa subjetivamente en lo que el investigador determina que es "alto" y "bajo", y se puede modificar en funcién del
resultado de los experimentos. Sin embargo, un punto de partida razonable es elegir sustratos que exhiban valores
kcat en el 1 % superior de todos los sustratos seleccionados para sustratos de alta kcat y aquellos que exhiben
valores kcat en el 1 % mas bajo para sustratos de baja kcat. Como recordatorio, el término "vehiculo" se usa para
referirse a ese subgrupo de sustratos de baja kcat que puede inhibir la escision del coctel SUPERIOR (por lo tanto,
estos substratos se suministran al sitio activo).

Para ilustrar, se supone que el coctel SUPERIOR contiene, en orden creciente de kcat, los sustratos "v", "w", "x", "y",
y "Z" (teniendo "z" el valor de kcat mas alto). El coctel INFERIOR (la agrupacion inicial de sustratos de baja kcat)
puede contener, en orden creciente de kcat, los sustratos "a", "b", "c", "d" y "e", (teniendo "a" el valor de kcat mas
bajo).

B. Anélisis de la agrupacion inicial

El experimento comienza con un ensayo competitivo del primer sustrato de kcat mas baja (es decir, "a") contra el
coctel SUPERIOR, seguido por el segundo sustrato de kcat mas baja (es decir, "b"), y asi sucesivamente. Las
condiciones de ensayo son las identificadas en el ensayo de optimizacion preliminar. El coctel SUPERIOR se afiade
al sustrato de kcat mas baja determinada (es decir, "a") en el tampoén de ensayo y se le permitié equilibrarse durante
un corto periodo de tiempo (aproximadamente 20-30 minutos). Cada uno de los sustratos en el coctel SUPERIOR
deberia estar presente a igual concentracion. A continuacion, se afiade la proteasa diana. Todos los sustratos de
kcat INFERIOR ademas de "a" (es decir, "b", "c", "d", "e") se ensayan individualmente y por separado para su
potencial para inhibir el céctel SUPERIOR. La concentracion del sustrato de kcat baja ensayado deberia ser
equivalente a la concentracion individual de cada sustrato en el coctel SUPERIOR, y se recomienda que cada una
de estas concentraciones sea al menos de 50 a 100 veces la concentracion de la enzima disponible para garantizar
condiciones de saturacion. Por ejemplo, si el sustrato de baja kcat "a" esta presente a 1 uM, cada uno de los
sustratos de alta kcat elegidos para el coctel (es decir, "v", "w", "x", "y", "z") deberian ser 1 uM cada uno en el
tampon de ensayo final. Dado que la concentracion de la enzima es al menos 100 veces menor (es decir, la
concentracion enzimatica puede ser 1 picomolar), las condiciones de saturacion aun se cumplen.

Dado que el sustrato de baja kcat esta siendo ensayado como un inhibidor competitivo, su constante de union se
denominara a continuacién Ki, mientras que la afinidad de la enzima para cada sustrato de kcat alta individual en el
coctel SUPERIOR se denominara Kma (con Kma = el promedio de valores de Km para los sustratos de alta kcat.
Notese que Ki y Kma son puramente tedricas y no se calculan en este punto. No es necesario determinar la Ki real
de estos vehiculos hasta mas tarde, y no es necesario calcular nunca Kma en absoluto. De hecho, la ausencia de
calculo requerido de Ki en esta fase en el método es una caracteristica importante que elimina un tiempo y un coste
significativos. Dado que tanto el céctel SUPERIOR como el sustrato de kcat baja ensayado estan en cantidades
saturantes, se presume que este escenario refleja el Perfil 1| descrito en los antecedentes donde [S]>Kma, y de ahi
la energia de unién aparente de [ES] estara por debajo del de E + S. El objetivo de esta primera parte del proceso es
obtener un perfil relativo de capacidad inhibidora por los sustratos de baja kcat. En este contexto no se enfatiza la
inhibicién cuantitativa. Varios escenarios resultantes son posibles.

Escenario I. Perfil Il con baja concentracion de sustrato de kcat baja: En este escenario, la inhibicién de la proteasa
diana se observa para varios de los sustratos de baja kcat y un perfil de inhibicién para los sustratos de baja kcat se
obtiene sin andlisis adicional.

Escenario Il. Sin inhibicién: Aunque es improbable, es posible que no se observe ninguna inhibicién para ninguno de
los sustratos de baja kcat en este ensayo inicial. Sin pretender estar limitados por la teoria, esto podria ser atribuible
a los casos inusuales donde la enzima no emplea sus subsitios P3-P1 en su acontecimiento catalitico. Si se obtiene
una inhibicién insatisfactoria en el primer cribado, se pueden llevar a cabo uno o mas de los siguientes tres
experimentos (escenarios lIA, 1B y lIC).
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Escenario IIA. Perfil Il con baja concentracion de sustrato de kcat baja pero nimero reducido de sustrato de kcat alta
en el coctel: En este experimento, se mantienen las mismas condiciones de ensayo con respecto a la concentracion
de sustrato de kcat baja y el coctel, excepto que el nimero de sustratos de kcat en el coctel original se reduce. En
otras palabras, se emplea un porcentaje inferior de coctel INFERIOR tal un 0,1 % o un 0,2 % de cdéctel en lugar de
un 1,0 % de céctel INFERIOR. Si esta estrategia tiene éxito, la reduccion del nimero de sustratos de alta kcat en
este coctel dara un perfil de inhibicion. Como en el escenario |, es importante "fijar" las concentraciones antes de
avanzar a la segunda parta de este proceso (el cribado de dosis secundario).

Escenario IIB. Perfil Il con alta concentracion de sustrato de kcat baja. En este experimento, la concentracion de
sustrato sigue siendo saturante, sin embargo la concentracion del sustrato de kcat baja ensayado aumenta. Un
ejemplo de un medio para hacer esto seria emplear la misma concentracion del sustrato de baja kcat que el total de
todas las concentraciones en el coctel. Siguiendo el ejemplo indicado anteriormente, si 1 uM estuviera presente en
cada uno de los sustratos de alta kcat en el céctel SUPERIOR para 5 sustratos, la nueva concentracion de sustrato
de baja kcat puede ser de 5 uM. (De nuevo, la concentracién de enzima permanece baja a, por ejemplo, 1 pM). Sin
pretender estar limitados por la teoria, se cree que la dinamica browniana puede permitir mayores colisiones entre el
sustrato de baja kcat y la enzima incluso a través de las concentraciones de cada sustrato individual en el coctel
todavia son saturantes para la proteasa ([S]>Km,) y de acuerdo con perfil Il. Nuevamente, si esta estrategia tiene
éxito, aumentar las concentraciones de los sustratos de baja kcat dara un perfil de inhibicién.

Escenario IIC. Perfil | con baja concentracién de sustratos de alta kcat. En algunos casos, puede ser preferible
desplazar el ensayo a un escenario tipo perfil | donde la concentracion de sustrato de cada componente en el coctel
SUPERIOR no sea saturante ([S]<Km,). En este caso, la concentracion del sustrato de kcat baja ensayado sigue
siendo saturante, pero la concentracion de cada sustrato de kcat alta en el coctel se reduce por debajo de la Km
natural para ese sustrato individual. En esencia, el ensayo se desplazé desde las condiciones de perfil Il antes, a un
escenario de tipo perfil |. En este caso, la energia de union aparente de [ES] sera mayor que la de E + S, lo que
aumenta las posibilidades de inhibicion por parte del sustrato de kcat baja competitivo, ya que este ultimo aun se
encuentra en una concentracion saturante y se favorece su union al sitio activo de la proteasa debido al aumento de
la dinamica browniana. De nuevo, las concentraciones se equilibran hasta que se observa un claro patrén de
diferenciacion (perfil de inhibicion) con inhibicién aparente por varios de los sustratos de baja kcat.

Cuando finalmente se consigue un perfil de inhibicién, los sustratos de baja kcat diferenciados se promueven al
cribado secundario (la segunda parte del proceso) para una diferenciacion adicional, y los sustratos de baja kcat que
no inducen inhibicion de la proteasa diana se eliminan de la agrupacion de seleccion. Como se sefiald
anteriormente, aquellos sustratos de baja kcat que también son inhibidores se denominan en el presente documento
"vehiculos" ya que de hecho se suministran al sitio activo de la proteasa diana. Dado que [S]>Km,, es importante
"fijar" la concentracion de los sustratos de baja kcat (el vehiculo) y la concentracion de los sustratos de alta kcat para
futuras etapas.

C. Cribado de dosis secundario de vehiculos

En este ensayo de cribado, las condiciones se hacen mas rigurosas para permitir una mayor diferenciacion del
potencial inhibidor de cada uno de los vehiculos recientemente descubiertos. La concentracion de los sustratos de
alta kcat en el coctel SUPERIOR aumenta. Por ejemplo, si se us6 un céctel SUPERIOR al 1 % en el analisis inicial,
ahora se prepara un coctel al 2 % de sustratos de alta kcat que incluye todos los sustratos de I, que se encuentran
en el 2 % superior de los valores de kcat. Los experimentos de los inventores han demostrado que aumentar el
porcentaje de coctel aumenta la diferenciacion del potencial inhibidor dentro de sustratos de baja kcat (ejemplo 3).
Los vehiculos promocionados a partir de los cribados iniciales anteriores se ensayan una vez mas para determinar la
capacidad competitiva de inhibiciéon con los nuevos cdcteles. Sus concentraciones deben establecerse inicialmente
como idénticas a las que fueron "fijadas" en los protocolos previos. También se mantiene la concentracion de cada
sustrato de kcat alta en el coctel. La adicion de cada uno de los nuevos sustratos en el nuevo céctel también debe
ser equivalente a la concentracion de cada componente en el coctel al 1 %. En otras palabras, el coctel debe
prepararse como antes, excepto que se afiade una concentracion igual de los sustratos adicionales a la mezcla. Por
ejemplo, si la concentracion de cada componente en el coctel original era de 1 uM, entonces cada nueva adicion
posterior a la mezcla también deberia ser de 1 uM. Si se obtuvo el perfil de inhibicion como en uno de los
experimentos descritos en el escenario ll, las concentraciones iniciales son las mismas que las que fueron "fijadas",
excepto que se aumenta el numero de componentes del sustrato en el coctel. Esta estipulacién se aplica a los cuatro
casos mencionados anteriormente.

En principio, se espera una mayor competencia entre el vehiculo y el céctel al 2 % que entre el vehiculo y coctel al 1
%, ya que una mayor combinacién de sustratos de alta kcat favorables esta disponible ahora para la proteasa diana
para la colision.

En este punto, un cociente inhibidor del vehiculo (V) se determina opcionalmente para los vehiculos promocionados.

Este es igual a la potencia de inhibicion P multiplicada por el mantenimiento de la inhibicion M, de modo que V =P *
M. P es igual al porcentaje de inhibiciéon en presencia del coctel superior, y M es igual al porcentaje de inhibicion en
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presencia del ultimo céctel empleado. En este caso, este seria el coctel al 2 %. Cuanto mayor es el valor de V,
mayor es la inhibicion. Se ha observado en los experimentos de los inventores (ejemplo 3) que el valor V
proporciona un método conveniente para determinar la inhibicion como resultado del coctel. Asignar vehiculos a
diferentes niveles se vuelve bastante sencillo. Por ejemplo, en el ejemplo 3 se descubrié que los valores V de Z-LLL-
AFC, Z-LLY-AFC y Mu-LY-AFC para la inhibicién de la proteasa purificada eran iguales a 0,585, 0,552 y 0,452,
respectivamente (usando el primer céctel para P y el tltimo coctel para M). Este grupo definio el primer "nivel" de
vehiculos. En el segundo "nivel", se descubri6 que B-VPR-AFC, Z-SY-AFC, Z-RR-AFC y B-LGR-AFC se
caracterizaron por valores de V iguales a 0,116, 0,09, 0,09 y 0,07, respectivamente. Una ruptura entre los dos
niveles era claramente identificable. La utilidad de esta féormula es que las clasificaciones se vuelven bastante
sencillas, simples y rapidas. También se hace referencia a una medida adicional de "robustez" en el ejemplo 3,
aungque se emplea Unicamente como una medida cualitativa de la eficacia inhibidora del vehiculo.

Ademas, se observé en experimentos de los inventores sobre inhibicion por parte de vehiculos de la proteasa de T.
solium (ejemplo 2) que los vehiculos con menos potencial inhibidor se marcaron mediante valores V mas bajos vy,
por lo tanto, estaban mas inclinados a perder potencial inhibidor en comparacién con los vehiculos con altos
potenciales inhibidores. Desde un punto de vista cualitativo, también se observé que la robustez de la inhibicion era
mayor en vehiculos con mayor potencial inhibidor (es decir, M-LY-FMK).

Este cribado proporciona un nivel adicional de diferenciacion entre vehiculos de kcat baja. Normalmente, se
mantiene el mismo perfil inhibidor relativo de los vehiculos que produjeron inhibicién superior en el cribado inicial,
mientras que los vehiculos con menor potencial inhibidor tienen sus valores de inhibicién previos eliminados. Si se
realiza esta etapa, los vehiculos inhibidores de nivel superior con los valores mas altos de V se promueven al
cribado de dosis terciario.

D. Cribado de dosis terciario de vehiculos

Siguiendo el ejemplo actualmente en uso, los vehiculos que son promovidos desde el cribado de dosis secundario
compiten con un coctel al 3 % por el sitio activo de la proteasa. Los mismos comentarios formulados anteriormente
sobre la eleccién de las concentraciones apropiadas se aplican para este procedimiento de cribado. Se debe hacer
una mencion sobre los criterios de seleccién de vehiculos. La Inhibicién de la escision de componentes de la
proteasa diana en el céctel de alta kcat es el criterio principal para la selecciéon. Por lo tanto, la importancia
insignificante se coloca en este punto en la variable kcat para el vehiculo y se coloca mas en la capacidad inhibidora
(medida como % de inhibicion en este contexto, aunque equivaldra a Ki baja). Por ejemplo, si "a" y "b" son los
sustratos de kcat mas baja con "a" teniendo un valor de kcat menor que "b", es muy posible que se elija "b" por su
capacidad inhibidora competitiva respecto a "a ", aunque el valor de kcat de" b" fuera mas alto que el valor de kcat
de "a". De nuevo, las clasificaciones se basan en el porcentaje de inhibicion de la escision por parte de la proteasa
diana del coctel, normalmente determinado por el valor V, y no del valor de kcat. Los sustratos de baja kcat que se
usan para la competencia deben permanecer en un porcentaje inferior del cribado de la etapa Il, en funciéon de un
numero arbitrario elegido por el investigador (por ejemplo, el 20 % inferior).

Idealmente, estos valores de kcat seran tan bajos en el cribado de la etapa | que la mayoria de los vehiculos con
kcat baja tienen valores de kcat similares. El objetivo de este proceso de cribado es identificar los vehiculos que se
espera que tengan la Ki mas baja, independientemente de las diferencias en sus valores de kcat.

E. Cribados de dosis final de vehiculos

Se llevan a cabo cribados de dosis adicionales de vehiculos, segin sea necesario o deseable. El porcentaje de
coctel de los sustratos de alta kcat se incrementa progresivamente y se afiade a los vehiculos "promovidos" de las
etapas anteriores, lo que permite un medio para eliminar los vehiculos con menos potencial inhibidor. El objetivo es
obtener un perfil de datos en el que los mismos vehiculos proporcionen patrones de inhibicién similares incluso
cuando se aumenta la competencia de sustratos altamente escindidos. En otras palabras, aquellos vehiculos que
inhiben de forma congruente la enzima a pesar del aumento en los componentes del coctel son vehiculos que
deberian promoverse como candidatos inhibidores principales. A medida que los cribados contindan con una mayor
rigurosidad, los vehiculos que fueron inhibidores en etapas anteriores deberian salir del patron de inhibicion y los
vehiculos mas robustos deberian permanecer. Por lo tanto, la adicién de céctel continla hasta que se alcanza un
porcentaje del coctel que diferenciara y clasificara la capacidad de inhibicion del vehiculo sin tener que haber
determinado realmente Ki.

El investigador detiene los cribados cuando se consigue la confianza de que una lista de vehiculos de baja kcat
puede clasificarse de forma congruente como inhibidora de la escision del coctel por parte de la proteasa diana. Esta
seleccion se puede llevar a cabo rapida y eficazmente desde un punto de partida original de 8.420 combinaciones
totales de vehiculos potenciales, si se desea. La lista final es una clasificacién de estos vehiculos basandose en
perfiles de inhibicién congruentes en los cocteles al 1 %, 2 %, 3 % y asi sucesivamente. El 10 % superior de estos
vehiculos clasificados (u otro porcentaje arbitrario) se eligen para el calculo Ki en la siguiente etapa.
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F. Determinacion de valores de Ki para los vehiculos mas inhibidores

Una vez que se identifica un conjunto manejable de vehiculos candidato, la determinacion de Ki puede continuar a
través de métodos de modelizacién cinética convencionales que ya estan bien descritos en la técnica. Normalmente,
la concentracién de inhibidor varia experimentalmente de 0,5 a 5,0 veces Ki con el fin de obtener un buen valor de
Ki. Por lo tanto, la determinacién de la Ki continda tratando el vehiculo como se haria con un inhibidor y el coctel y
los componentes individuales del céctel como se haria con un sustrato. La concentracion agregada de sustratos
debe mantenerse a un nivel de saturacion (de 50 a 100 veces Km). Independientemente de si se usa un coctel o un
sustratos de alta kcat en el céctel como sustrato de la proteasa, los valores de Ki para el vehiculo como un inhibidor
competitivo deben ser similares contra todos los sustratos, ya que Ki para un inhibidor en una proteasa diana esta en
funcion del inhibidor y el sitio activo y es independiente del sustrato.

Se recomienda que la derivacion de Ki continle mediante ajuste no lineal, aunque también se pueden emplear
derivaciones mediante métodos adecuados, tales como Eadie Hofstee, Hanes y Cornish-Bowden, si no se dispone
de acceso a modelos informaticos no lineales. Debido a las mayores posibilidades de error de no linealidad
aumentada para el primer método e interpretaciones erréneas de datos a bajas concentraciones y baja velocidad
para el ultimo método, estos graficos no se prefieren respecto a los métodos no lineales. También se pueden usar
representaciones graficas secundarias del método de Lineweaver-Burke, pero no se prefiere. Sin embargo, los
graficos clasicos de Lineweaver Burke no se emplean normalmente para estas u otras determinaciones cinéticas en
este procedimiento. Un aspecto conveniente de este calculo es que los valores Ki determinados para estos
inhibidores también son equivalentes al valor de Km del vehiculo cuando se usa como sustrato.

G. Clasificacion final

Esta etapa concluye con una clasificacion de vehiculos inhibidores candidatos. Cuanto menor sea el valor de Ki,
mayor sera la clasificacion atribuida al vehiculo. La determinacién de Ki es la base de la clasificacion final. En este
punto, el panel inicial de sustratos se ha filirado a unos pocos candidatos de kcat/Km baja que tienen capacidad
inhibidora. La ventaja de este enfoque es que la determinacion de Ki puede diferirse hasta que se haya llevado a
cabo un esquema de filtracién masivo, lo que hace que esta forma de clasificacion de los vehiculos sea muy agil.

H. Ventaja tedrica de la etapa Il

Lo siguiente es un breve resumen de las ventajas de esta etapa. Una descripcion mas elaborada se expuso en la
parte |. En primer lugar, el vehiculo identificado esta marcado por una unién fuerte con ESg y TSg. El hecho de que
sustratos de alta kcat sean superados por el vehiculo habla de la eficiencia con que el vehiculo se une no solo a
ESg, sino también a TSg. En segundo lugar, mientras que este vehiculo se une con TSg y ESg, estda marcado por
una kcat baja y, por lo tanto, no tiene interacciones con TSg. Por lo tanto, TSg y ESg estan efectivamente
"separados” de TSr en el vehiculo, lo que sugiere que el centro de unién y el centro de reacciéon entre ES son
distintos, como es coherente con un modelo de "sitio dividido". Por lo tanto, la segunda gran ventaja es que la
adicion experimental de una TSR que eleva el resto reactivo en etapas posteriores (etapa VIl en adelante) al
vehiculo es poco probable que interfiera en las interacciones de union positivas que comparte el vehiculo con TSg y
ESg, ya que la union y la reaccion estan "separadas” en el vehiculo. En tercer lugar, debido a sus propiedades no
cataliticas, no puede reducir TSry, por lo tanto, no produce una situacioén que sea contraria a la inhibicion. La cuarta
gran ventaja del método es que su simplificacion a suposiciones de "sitio dividido", permite un sistema simple en el
que la cinética no es muy complicada, el sistema no es tan dificil de estudiar, las predicciones son mas eficientes y
es mas probable la identificacion de un inhibidor de proteasa unido y potente.

. Observaciones adicionales

1. Vehiculos de unién lenta. Los fendmenos de union lenta se refieren a aquellos inhibidores de vehiculo de unién
fuerte que no siguen normalmente la cinética de los inhibidores reversibles. En estos casos, el equilibrio se alcanza
muy lentamente entre el enzima-inhibidor y la enzima, y por lo tanto se requieren al menos segundos o minutos para
observar el estado estacionario. A pesar de su interaccion no covalente, las afinidades del inhibidor de unién lenta
por la enzima son tan altas que incluso cantidades menores inhibiran la enzima diana. Por lo tanto, un inhibidor
unido muy fuertemente tiene una constante de velocidad lenta para la formacion de [El] lo que significa que una
velocidad de inhibicion lenta se vuelve obvia en el modelo cinético. Sin embargo, los inhibidores unidos menos
fuertemente también pueden mostrar una unién lenta, especialmente si se unen a una velocidad mayor. Los
vehiculos de unién lenta pueden analizarse mediante varios modelos cinéticos conocidos en la técnica (Szedlacsek
y Duggleby, 1995) que, aunque limitados en nimero, a menudo pueden distinguir este fenémeno.

2. Unién de sustrato que no implica P3-P1. Aunque se sabe que los residuos que se unen al sitio activo de una
proteasa pueden variar de P5 a P4' (Berger y Schechter, 1970), las posiciones de subsitio P3 a P1 son los
candidatos mas probables para la unién y, por lo tanto, se eligen inicialmente para el anadlisis en el método de la
invencion. Sin embargo, la proteasa diana puede no utilizar los sitios P3-P1 para la unidén. Si no se observa
inhibicion para ningun vehiculo, la biblioteca se puede volver a configurar para buscar en sitios que no sean P3-P1.
Por ejemplo, el nucleo tripeptidico se puede utilizar para cribar otros tripletes, como sitios P1'-P3 'o sitios P2-P1', etc.
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Si es necesario, varias partes diferentes del sustrato pueden cribarse para union a la biblioteca de sustratos.
3. Viabilidad del ensayo.

a. Si cualquiera de los niveles de sustrato o vehiculo debe elevarse a niveles milimolares con el fin de obtener la
saturacion, entonces los efectos de la fuerza ionica, la uniéon no especifica y la inhibicion final pueden provocar
resultados cinéticos engafosos.

b. Una concentracién de sustrato de 10 veces Km puede no ser suficiente para la saturacion de la enzima. Por lo
tanto, se sugiere que cuando se requieren condiciones de saturacion como en el caso de obtener un escenario de
perfil Il, se deben emplear concentraciones de sustrato que sean mayores que 10 veces Km, preferentemente
mayores que 50 veces Km, mas preferentemente mayores que 100 veces Km.

c. La contaminacion de los reactivos, la inhibicién del sustrato o las influencias del estado estacionario también
pueden causar efectos no lineales y deben evitarse.

d. Un sustrato de kcat alta puede servir para activar la enzima (como lo haria un componente activador exégeno) y
complicar la interpretacion de los resultados cinéticos.

La etapa Ill para una mezcla en bruto continia como lo haria para una proteasa purificada, excepto que se usa Vm
en lugar de kcat.

Etapa IV: ensayos de inhibicion natural

En este contexto, los principales vehiculos candidatos se ensayan por su capacidad para inhibir la escision de
sustratos naturales. En el ejemplo 4, un vehiculo lider para la cisteina proteasa de T. solium, suc-Leu-Tyr-AFC se
caracterizd por su capacidad para inhibir la escision natural de proteasa de la IgG humana, como se observé por
analisis de transferencia de Western.

Se elige un sustrato natural del que podria esperarse que fuera una diana para la escision por la proteasa
basandose en la biologia de la proteasa diana. Por ejemplo, si la proteasa esta ubicada en los lisosomas (por
ejemplo, una cisteina proteasa), las moléculas del sustrato diana pueden incluir las que son importadas al lisosoma
(por ejemplo, albumina). Si se sospecha que la proteasa degrada membranas fisiolégicas (por ejemplo, actividad
colagenasa), se puede elegir coldageno como un sustrato natural. Preferentemente, se utiliza un analisis de
espectrometria de masas para el analisis de la reaccidon de escisidon debido a su velocidad. La pérdida de puntos
comunes de escision en el sustrato natural cuando la proteasa esta en presencia del vehiculo es un signo distintivo
de la potencia del vehiculo.

Esta informacion pretende solamente afiadir una dimensién cualitativa adicional a la potencia de los inhibidores
clasificados para clientes potenciales, pero no pretende servir como un criterio de seleccién para la promocién o
clasificacion de vehiculos. Por lo tanto, esta etapa es opcional y debe llevarse a cabo solo cuando el tiempo y los
recursos estan disponibles.

Etapa V: valoracién de vehiculos unidos no cataliticamente para identificar propiedades del estado de transicion

En esta etapa, que es opcional, se examina el nucleo peptidico recién identificado superior para determinar su
potencial para participar en la unién del estado de transicion: esta propiedad se calibra observando el efecto de
modificar la estructura quimica del cromdéforo enlazado y del nucleo peptidico. Si luego se decide emplear el
segundo mejor nucleo peptidico u otros nucleos peptidicos, también ellos pueden ser cribados para determinar el
caracter del estado de transicion. No es probable que el nicleo mismo participe en la unién del estado de transicién,
dado que el nucleo peptidico tiene una afinidad de unién fuerte y lo mas probable es que participe en la reduccién de
ES unicamente; no obstante, se pueden identificar algunos compuestos que si participan en TSg. Es decir, el nucleo
puede formar enlaces que se fortalecen en TSg. El proceso para llevar a cabo la evaluacién del estado de transiciéon
es sustancialmente idéntico al proceso descrito a continuacion en la etapa VIl (C) y, por lo tanto, los detalles mas
profundos se dejaran para esa seccion. En esencia, el vehiculo se trata como si fuera un inhibidor para el cual se
conoce Ki, pero kcat es demasiado baja para adaptarse a una kcat/Km exacta. Esta etapa de la invencion toma
prestados valores de kcat/Km para cada inhibidor y sus mismos analogos de croméforo en una serie homéloga de
péptidos (llamada serie de inhibidores), de los miembros respectivos de la misma serie de péptidos (llamada la serie
paralela) vinculados a un cromoforo diferente, donde se sabe que cada miembro de la uUltima serie es al menos
ligeramente escindible. Esto permite un grafico interseries de los valores de Ki del inhibidor trazados contra el
Km/kcat analogo respectivo de cada miembro respectivo de la serie paralela.

En primer lugar, se obtiene o se sintetiza una nueva serie de sustratos analogos que portan un grupo de deteccion
diferente. Por ejemplo, si Z-Leu-Leu-Leu-AFC es el vehiculo ensayado, un sustrato analogo podria ser Z-Leu-Leu-
Leu-X donde X representa otro grupo de deteccion labil (no un reactante inactivador, es decir, a diferencia de la
etapa VII) tal como 7-amino-4-metilcumarina (AMC). El nuevo grupo X es, preferentemente, mas labil que el grupo
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fluorégeno original, y la escision del grupo X es un acontecimiento detectable. Esta parte del procedimiento es
desafiante ya que el nucleo peptidico es, por su naturaleza, no propicio para la catalisis. Tener acceso a una amplia
variedad de grupos X cuando se disefia el sustrato analogo es util, como lo es el acceso a un instrumento de
deteccion muy sensible. En el ejemplo anterior, la X elegida es una que es mas escindible de Z-Leu-Leu-Leu que
AFC.

En segundo lugar, los residuos individuales en el nucleo peptidico del vehiculo y el sustrato recién sintetizado varian
para una posicion uUnica en el péptido (por ejemplo, para un nucleo Leu-Tyr-AMC, se podria valorar Pro-Tyr-AMC,
Phe-Tyr-AMC, lle-Tyr-AMC, Val-Tyr-AMC, etc., en paralelo con sus analogos de AFC): la teoria es que estas series
de analogos sondean el estado de transicion. Como se describe a continuacién en la etapa VIl (C), el log (Ki) del
vehiculo (los péptidos unidos a AFC en este contexto) se representa frente a los valores logaritmicos (Km/kcat) para
los respectivos sustratos analogos correspondientes (los péptidos unidos a AMC en este contexto) que han sido
medidos en esta etapa. Preferentemente, el grafico de interseries contiene una docena o mas puntos de datos. Los
puntos de datos, que pueden distribuirse de manera difusa en el grafico, se someten luego a un ejercicio de ajuste
de linea para identificar al menos uno, y mas habitualmente hasta tres o0 mas lineas rectas coexistentes no idénticas;
cada punto puede asignarse a mas de una de las lineas identificadas. Se puede usar cualquiera de los diversos
algoritmos estadisticos de ajuste de linea; tal como se conocen cominmente en la técnica. Para cada linea, el valor
de regresion, también conocido como el valor de correlacién R, se multiplica por la pendiente para obtener la
puntuacion de estado de transicion, usando la siguiente ecuacion, como se describe y discute en la etapa VL.

TSSx = RI(ABS (1 - M) * 1/P)
= (R* P)/(ABS 1 — M)

donde:

R= valor de regresion

M= pendiente

P = nimero de puntos en la linea

X = un reactante inactivador seleccionado

El uso de P es opcional, ya que no es critico para la valoracion del mecanismo de inhibicién. En casos donde m = 1
(el caso altamente improbable donde se ha identificado la inhibicion de la etapa que determina la velocidad), se debe
emplear el valor de "0,99" en sustitucién de "1", con el fin de evitar la division por 0.

Se espera que la linea con la puntuacion mas alta del estado de transicion sea la que tenga una pendiente mas
cercana a 1,0, ya que representa la relacion ideal entre los analogos del estado de transicion para la etapa de corte.
Cuanto mayor es la puntuacion del estado de transicién, mayor es la posibilidad de que se produzca un
acontecimiento de unidn en el estado de transicion del vehiculo. Ademas, si no hay una correlacion en el estado de
transicion, se examinara una correlacion en el estado basal. En la etapa V, la mezcla en bruto se trata de manera
idéntica a la utilizada para la proteasa purificada, excepto que se emplea Vm en lugar de kcat. En consecuencia, se
traza Km/Vm frente a Ki en lugar de kcat/Km frente a Ki.

Etapa VI. Estudio de selectividad de vehiculos

En esta etapa, que es opcional, se examinan los vehiculos elegidos superiores por su capacidad para inhibir
solamente la proteasa diana en comparaciéon con un panel de otras proteasas dentro de las mismas y diferentes
clases mecanicistas de sitio activo. Preferentemente, deberian elegirse diferentes proteasas humanas que
representen la totalidad de clases de proteasas, incluyendo cisteina proteasas, serina proteasas, metaloproteasas,
aminopeptidasas, proteasas asparticas, y otras, aunque también pueden usarse paneles mas pequefios. Cuanto
mayor sea el niumero de estas proteasas, mas versatil sera el método. Los sustratos usados en estos ensayos
(contra los cuales se ensayan los vehiculos superiores) deben ser representativos de la clase de proteasa
respectiva. Por ejemplo, Z-Phe-Arg-AFC es un sustrato representativo para cisteina proteasas y Z-Arg-AFC es un
sustrato representativo para serina proteasas. Para realizar este ensayo, el vehiculo ensayado se configura a una
concentracion varias veces mayor que su valor de Ki deducido, de modo que inhibe la proteasa diana lo mas cerca
posible de la inhibicion maxima (idealmente del 100 %). Este es un caso de perfil Il donde se espera que la energia
de union aparente el complejo vehiculo/enzima sea mayor que la energia de la enzima y el vehiculo por si mismos
(por lo tanto, [I1>Ki). El sustrato para este ensayo se basa en la clase de la proteasa diana identificada. Por ejemplo,
si la enzima diana es una cisteina proteasa, Z-Phe-Arg-AFC seria un sustrato adecuado para empleo para este
ensayo inicial.

Las condiciones congruentes para la proteasa, el vehiculo y las adiciones de sustrato sintético representativo se
mantienen de un ensayo a otro. La proteasa es el ultimo componente afiadido a la mezcla de ensayo. Se mencionan
aquellos vehiculos que inhiben selectivamente solamente la proteasa diana y se establece una clasificacion de
selectividad. Idealmente, la clasificacion de selectividad es paralelo a la clasificaciéon de vehiculos obtenido de la
etapallll.

En cualquier caso, el establecimiento de esta clasificacion de selectividad no pretende servir como criterio para
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eliminar cualquier vehiculo, ya que cada vehiculo es solo una parte de la molécula inhibidora final, y dado que la
adiciéon de un reactante inactivador a este nucleo peptidico también tiene el potencial de impartir selectividad al
vehiculo. En cambio, esta etapa sirve como un "punto de control" para proporcionar informacién de selectividad para
el vehiculo en este punto en el proceso.

Etapa VII. Sintesis y recogida de combinaciones de vehiculo/inactivador de proteasa que forman un vehiculo de
estado de transicion potencialmente "potente”

La etapa VIl es opcional, y el protocolo general puede emplearse, por ejemplo, después de la etapa Il, en absoluto, o
usar analogos no peptidicos de un nucleo peptidico eficazmente inhibidor.

En este punto, se ha empleado un criterio de eliminacion con el fin de determinar uno o mas vehiculos de baja kcat,
rapida y eficazmente, que concomitantemente tienen los valores de Ki mas bajos posibles para la union al sustrato
(en el ejemplo de los inventores, utilizando los sitios P3-P1) en el sitio activo de la enzima. Por lo tanto, estos
vehiculos exhiben los estados de energia de unién aparente mas bajos posibles para las posiciones de unién de la
proteasa diana (S3-S1) cuando se complejan con esta. También se ha recopilado cierta informacién de selectividad
mediante las preferencias de los vehiculos por la proteasa diana en comparaciéon con un panel de otros sustratos.
Ademas, dependiendo de los resultados del analisis de puntuacién del estado de transicion en la etapa V anterior, es
posible (aunque no necesario) que estos vehiculos incluso tengan un caracter de estado de transicion parcial y no
covalente (que seria especialmente notorio en los casos en que el mecanismo enzimatico incluye una gran cantidad
de estados de transicion intermedios). En cualquier caso, estos sustratos ahora son "vehiculos" probados con un
bajo estado de energia aparente [EV], una caracteristica que puede explotarse con el fin de disefio y proporcionar un
intermedio reactivo (el "reactante inactivador") que es potencialmente capaz de bloquear el sitio activo de una
manera coherente con la inhibicién del estado de transicién. El reactante inactivador puede unirse a la proteasa
diana de forma reversible o irreversible, aunque en muchas aplicaciones es preferible que el reactante inactivador se
una irreversiblemente a la proteasa diana. La unién puede ser covalente o no covalente. Por ejemplo, los analogos
comunes del estado de transicion para cisteina y serina proteasas implican un aducto tetraédrico permanente. El
enfoque en esta etapa es, por lo tanto, identificar reactantes inactivadores que pueden impartir caracter de estado de
transicion a los vehiculos de manera que el inhibidor global estara marcado por un valor de Ki extremadamente bajo.
La combinacion de vehiculo y reactante inactivador en un solo compuesto se denomina en el presente documento
un "inactivador de proteasa". Esos inactivadores de proteasa con propiedades del estado de transicion se
denominaran "inactivadores de proteasa en estado de transicién" o TSPI.

La eleccion de qué reactante inactivador enlazar al extremo C del aminoacido P1 en el vehiculo es arbitraria, y se
basa en si se espera que se conserve o no el mecanismo de la proteasa identificada. Por ejemplo, en casos donde
los aductos tetraédricos son importantes como etapas limitantes de la velocidad (por ejemplo, cisteina y serina
proteasas), se prefieren las moléculas que tendran el potencial a través de un ataque nucledfilo o electréfilo (basado
en la molécula) para imitar la etapa limitante de la velocidad tetraédrica. En el caso del ejemplo 1, se emplea una
fluorometilcetona y vinilsulfona que se espera que produzcan aductos tetraédricos con el sitio activo. No obstante,
una gran variedad de excelentes compuestos electrdfilos y nucledfilos esta disponible en el mercado para unirse al o
los vehiculos candidatos superiores, tales como fluorometilcetona, clorometilcetona, diazometilcetona, vinilsulfona,
epoxido, cetoamida, clorometano, aceptor de Michael, aldehido petidico, epdxido, acetaldehido, nitrilo, hidroximato,
ciclopropenona y epoxisuccinamida. Se pueden obtener de varios proveedores, incluidos Enzyme Systems
Products.

La seleccién de un vehiculo de unién fuerte en la etapa IV deberia disminuir la necesidad de un reactante inactivador
altamente reactivo. Esta es una ventaja especial para el disefio de farmacos ya que los reactantes inactivadores
altamente activos pueden impartir efectos téxicos en el sistema fisioldgico. Por ejemplo, la fluorometilcetona (FMK)
es un reactante inactivador que es importante para la inhibicion de la cisteina proteasa diana en el ejemplo 5. Sin
embargo, la FMK no se prefiere como parte de un compuesto farmacolégico final ya que se sabe que conlleva
toxicidad potencial debida a su liberacién de metabolitos de fluorocitrato. Por lo tanto, una variedad de reactantes
inactivadores, algunos de los cuales son altamente activos y otros que no lo son, deberian incluirse como parte de la
mezcla de reactantes inactivadores seleccionados para unirse al vehiculo. Se prefiere elegir reactantes inactivadores
que no sean altamente reactivos, dado que el nucleo peptidico de union fuerte ya proporcionara un mecanismo para
la inhibicion. Es ain mas importante elegir inhibidores que son inactivos en ausencia de enzima. También es
preferible incluir reactantes inactivadores que inhiban de forma reversible la proteasa, con el fin de aumentar su
seguridad en caso de sobredosis o diagndstico incorrecto. La preocupacion fisiolégica es que un efecto secundario
téxico, debido a un acontecimiento de unién irreversible, no se puede revertir con un inhibidor competitivo. Este es
especialmente el caso para el uso de inhibidores en el tratamiento a largo plazo de enfermedades y trastornos como
la osteoporosis, la enfermedad de Alzheimer, el cancer o la artritis.

Sin embargo, varios autores en este campo (McKerrow y col., 1999) han observado que la toxicidad derivada de la
inhibicion irreversible es menos preocupante cuando se requieren ciclos cortos de tratamiento, como en el caso de
las infecciones microbianas. La ventaja de un inhibidor irreversible, por supuesto, es que la modificacion del enlace
covalente del sitio activo diana es permanente y potente, y por lo tanto no puede superarse. Adicionalmente, la
desventaja de la supuesta toxicidad de un inhibidor irreversible tampoco puede ser un problema cuando, como en
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este contexto, el modelo de disefio en este contexto esta configurado para producir inhibidores altamente
especificos y unidos (es decir, el nucleo peptidico es extremadamente selectivo y esta fuertemente unido). Ademas,
estos inhibidores deberian ser Utiles en dosis bajas, no tdxicas debido a su potencia. Por lo tanto, hay casos en que
se prefieren los medicamentos irreversibles y, por lo tanto, esta decisién debe basarse en la fisiologia de la
enfermedad asi como en el metabolismo esperado del inhibidor en el cuerpo. Estos problemas de toxicidad son mas
acuciantes cuando se optimiza el compuesto en un farmaco mas adelante en el canal de descubrimiento de
farmacos. Aungque no hay una Unica respuesta al tipo de inhibidor (es decir, reversible o irreversible) preferido, debe
destacarse que la preferencia general en la comunidad cientifica es por inhibidores reversibles. Sin embargo, debe
entenderse en cualquier caso que la invencién no esta limitada a la eleccién o reversibilidad relativa de cualquier
reactante inactivador particular.

La primera etapa de este procedimiento es enlazar una variedad de reactantes inactivadores con el o los vehiculos
superiores. La segunda parte del procedimiento determina, para cada inactivador de proteasa recién sintetizado, la
concentracion de inhibidor requerida para alcanzar el 100 % de inhibicion de la proteasa diana (CE1qo), produciendo
una lista ordenada de candidatos potenciales a inactivadores de proteasas en estado de transicion (TSPI). La
tercera parte del procedimiento identifica cuales de estos candidatos son, de hecho, inactivadores de proteasa en
estado de transicion (TSPI), y proporciona una lista clasificada final de TSPI. En el caso de que el modo de accién
del inhibidor de la proteasa sea la inhibicion de un efecto catalitico en el estado basal, se seleccionara el mejor
inhibidor de la proteasa en estado basal.

A. Enlace covalente de reactante inactivador al vehiculo

El enlace del reactante inactivador al vehiculo sigue los procedimientos comunmente implementados de enlace de
aminoacidos como se notifica en la técnica de la sintesis organica. El reactante inactivador esta enlazado
normalmente al extremo C del nucleo peptidico, reemplazando al grupo de deteccion que se habia enlazado al
vehiculo en las etapas anteriores. No existe limite en cuanto a la variedad de reactantes inactivadores que pueden
enlazarse a un vehiculo superior para generar posibles TSPI; de hecho, cuanto mayor sea la variedad de reactantes
inactivadores ensayados, mayor sera la posibilidad de desarrollo exitoso de un TSPI. Ensayar mas de un vehiculo
superior también aumenta la probabilidad de un "acierto" exitoso. Sin embargo, cuando los recursos son limitados,
es preferible desarrollar una gran biblioteca de compuestos compuesta por el vehiculo superior enlazado a
cualquiera de los numerosos reactantes inactivadores, en lugar de multiples bibliotecas de diferentes vehiculos
usando cualquiera de un nimero menor de reactantes inactivadores.

En este punto, se ha identificado el vehiculo superior para la inhibicién que tiene una union favorable con ESg y TSg.
El enfoque ahora se desplaza a la busqueda de reactantes inactivadores que son capaces de unirse exclusivamente
a TSg (0 GSg, si la desestabilizacion del estado basal es el mecanismo para la catalisis). Por lo tanto, la proporcion
de unién del vehiculo debe mantenerse constante, mientras que los reactantes inactivadores se criban para unién a
TSR (0 GSR).

Los dos siguientes ejemplos (situacion 1 y situacion 2) son ilustrativos. Los vehiculos candidatos superiores se
clasifican de acuerdo con los criterios de la etapa Ill. En la situacion 1, que se representa en la figura 3, los vehiculos
de clasificacion superior estan relativamente cerca en composicion de aminoacidos. Este es el caso mas habitual, ya
que se esperaria una homologia significativa en los sitios activos de los vehiculos mas activos, especialmente si se
cribaran todos los 8.420 aminoacidos. En la situacion 2, hay una gran variacion en el nucleo peptidico de
aminoacidos entre los vehiculos de clasificacion superior.

Vehiculos de clasificacion superior de la etapa Il

Situacion 1 Situacion 2

1. Z-LLL-AFC 1. Z-LLL-AFC
2. Z-LLY-AFC 2. Z-VPR-AFC
3. Z-LLW-AFC 3. Z-LLW-AFC
4. Z-LLR-AFC 4. Z-VPP-AFC
5. Z-VLL-AFC 5. Z-PVV-AFC
6. Z-LLP-AFC 6. Z-PVL-AFC

Z-LLL-AFC se elige como el nucleo peptidico primario. Z-LLL estaria luego enlazado a cada uno de un nimero muy
alto de reactantes inactivadores a su vez. El resultado es una serie de compuestos que tienen un nucleo peptidico
homologo (es decir, los mismos aminoacidos en el mismo orden) pero diferentes reactivos inactivadores. Si hay
recursos disponibles, es preferible tener varias docenas de reactantes inactivadores diferentes, cada uno enlazado a
una copia del nucleo peptidico. Opcionalmente, este mismo procedimiento se puede aplicar al segundo vehiculo de
clasificacion mas alta con el fin de aumentar las posibilidades de descubrir un potente inactivador de proteasas. El
resultado para la situaciéon 1 usando cinco reactantes inactivadores diferentes U, V, W, X, Y y Z es el siguiente:

Lista de enlazados mas preferidos para la Lista de enlazados preferidos siguientes
situacion 1 (sin clasificar) para la situacion 1 (sin clasificar)
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Z-LLL-U Z-LLY-U
Z-LLL-V Z-LLY-V
Z-LLL-W Z-LLY-W
Z-LLL-X Z-LLL-X
Z-LLL-Y Z-LLY-Y
Z-LLL-Z Z-LLY-Z

Para la situacion 2, el segundo mejor nucleo peptidico de vehiculo (Z-VPR-) podria derivatizarse ademas del mejor
nucleo peptidico, Z-LLL, si se desea. El nUmero total de permutaciones para cada vehiculo de clasificaciéon superior
refleja el nimero de reactantes inactivadores que estan siendo ensayados. Los ejemplos de estas combinaciones
que se ensayaran en la situacion 1 incluyen Z-Leu-Leu-Leu-fluorometilcetona, Z-Leu-Leu-Leu-vinilsulfona y Z-Leu-
Leu-Leu-cetoamida.

B. Ensayos de inhibicion para determinar inactivadores candidatos de proteasa en estado de transicion

Una vez que se sintetizan los inactivadores de proteasa, se ensayan las concentraciones a las que inducen el 100 %
de inhibicion de la proteasa diana (CE100) y se clasifican en consecuencia. El coctel SUPERIOR que se empled en la
etapa final de seleccion de vehiculos de la etapa lll se emplea como fuente de competencia para los inhibidores. El
resultado es una clasificacion de los inactivadores de proteasa en estado de transicién candidatos con los
inactivadores de proteasa de mas alta clasificacion que tienen los valores CE1g0 mas bajos, es decir, el inactivador
que sigue siendo efectivo a las concentraciones mas bajas es el mejor en la clasificacion. El proceso incluye las
siguientes etapas.

Etapa uno: cribado inicial. Cada inactivador de proteasa se incuba en primer lugar con el coctel SUPERIOR de
sustratos de alta kcat que proporciond la diferenciacion final de los vehiculos en la etapa lll. Por ejemplo, si se
empled un coctel de kcat alta al 7 % en los cribados finales de la etapa lll, es conveniente usarlo como la fuente de
partida de la competencia en este contexto. El inactivador de proteasa se incuba a una concentracion igual a la
concentracion de cada componente individual de sustrato de kcat alta en el coctel. Los controles positivos y
negativos se establecen como se describe en el ejemplo 5, y el % de inhibicion se calcula en consecuencia.

Etapa dos: estudios de dilucién del inhibidor y determinacion de CEqg. Es posible (aunque improbable) que se
pueda establecer una clasificacion de inhibidores en este punto de partida arbitrario siempre que al menos uno de
los inactivadores de proteasa inhiba la proteasa diana en un 100 %. En ese caso, ese inhibidor es el inhibidor de
clasificacion superior seguido por inhibidores que tienen potenciales inhibidores mas bajos (o los valores de CE1oo
mas bajos). Sin embargo, es mas probable que numerosos inhibidores inhiban la proteasa diana al 100 % a las
concentraciones seleccionadas. En ese caso, la concentracion de cada uno de esos inactivadores de proteasa se
reduce hasta que se pueda determinar una CE1go. Por ejemplo, los incrementos de dilucion de 10 veces son un buen
punto para comenzar, pero el grado de dilucién queda a discrecion del investigador. El resultado del ensayo es una
lista de candidatos clasificados de inactivadores de proteasa. Los inhibidores de clasificacidon mas alta en esta etapa
son los que tienen la CE1op mas baja. Es decir, exhiben una inhibicion completa de la proteasa a la concentracion de
inhibidor mas baja.

Lista de CE100 mas preferidas para Lista de CE1po preferidas siguientes
la situacion 1 para la situacion 1

1. Z-LLL-X A 1. Z-LLY-V

2. Z-LLL-Y 2. Z-LLY-W

3.Z-LLL-Z 3. Z-LLY-X

4. Z-LLL-U 4. Z-LLY-U

5. Z-LLL-V 5.Z-LLY-Z

6. Z-LLL-W 6. Z-LLY-Y

Etapa tres: determinaciéon de Ki del inhibidor y modo de inhibicién, y reclasificacién segtin Ki. Ahora se determina la
Ki para los inactivadores de proteasas de clasificacion superior (es decir, aquellos con los valores de CE1pp mas
bajos). Esta es una etapa lenta, y queda a discrecidon del investigador decidir cuantos compuestos candidatos
deberian promoverse a esta etapa. De hecho, una de las ventajas mas significativas de este método es que difiere el
calculo de Ki a un punto "tardio" en el método, cuando ya se ha producido un cribado sustancial, reduciendo de este
modo el nimero de inhibidores candidatos con respecto a los cuales es necesario realizar este calculo.

Las concentraciones de inhibidor son preferentemente al menos de 0,5 a 5 veces la Ki con el fin de determinar el
valor de Ki. Cualquiera de los sustratos del coctel con alta kcat o el coctel completo puede emplearse en esta etapa,
ya que la Ki del inhibidor de la enzima es la misma independientemente del sustrato. Sin embargo, se recomienda
que Ki se determine de forma independiente usando al menos 3 sustratos independientes con el fin de tener
confianza en el calculo. El ajuste no lineal o el grafico de Dixon pueden emplearse para determinar la Ki de los
inactivadores de proteasas de clasificacion superior. Tal como se describié en la etapa lll, las derivaciones de Eadie
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Hofstee, Hanes, Cornish-Bowden y las representaciones graficas secundarias de los métodos de Lineweaver Burke
no se recomiendan para los valores de determinacion de Ki respecto al ajuste no lineal. Los graficos directos de
Lineweaver Burke no deben usarse para la determinacién de Ki. Si el tiempo no es limitante, las constantes de
velocidad de pseudo-primer orden (Kapp) se pueden valorar a partir de pendientes de tiempo frente al grafico del
registro natural del porcentaje de actividad restante. Finalmente, se construye un grafico usando Eadie Hofstee o
Hanes para determinar el modo de inhibicion.

Estos métodos se emplean para valorar el tipo de inhibiciéon, es decir, inhibicion competitiva, no competitiva,
acompetitiva o irreversible. De acuerdo con los procedimientos realizados hasta ahora, se espera que el modo de
inhibicién sea competitivo o irreversible, pero alternativamente podria operar mediante mecanismos acompetitivos o
no competitivos. La decisién sobre el modo preferido para la inhibicion debe ser tomada por el investigador,
basandose en el objetivo fisioldgico del farmaco diana tal como se ha descrito anteriormente (por ejemplo, los
tratamientos a largo plazo pueden requerir el uso de inhibidores reversibles menos téxicos, mientras que los
tratamientos a corto plazo pueden utilizar los inhibidores irreversibles mas potentes. Por lo tanto, esta etapa puede
ser util para determinar qué tipo de inhibicién candidata se prefiere. EI método para determinar la inhibicion
irreversible es bien conocido en la técnica. Los inactivadores de proteasa se reclasifican en este punto, por lo que
aquellos con la Ki mas baja se convierten en los inactivadores de proteasas de clasificacion superior. En la mayoria
de los casos, un valor CE1go bajo se correlacionara con un valor de Ki bajo. Por lo tanto, la clasificacion resultante
puede ser la misma que la obtenida en los calculos de CE1qo, 0 puede ser ligeramente diferente y, por lo tanto, la
determinacion del valor de Ki es opcional, ya que se puede deducir del valor de CE1go calculado. En casos raros, la
clasificacion de Ki es significativamente diferente de la clasificacion de CEqq, y debido a esa posibilidad, la
determinacion y clasificacion de Ki son las etapas preferidas.

Nuevamente es importante enfatizar que solamente es necesario llevar a cabo estos ensayos para inhibidores
candidatos que representan el Unico vehiculo SUPERIOR enlazado a diferentes reactantes inactivadores (por
ejemplo, los compuestos "mas preferidos" para la situacion 1, que tienen el nicleo peptidico SUPERIOR, LLL, como
su nucleo peptidico). La investigacion del segundo vehiculo de clasificacion superior (compuestos "siguiente
preferido” para la situacion 1, LLY es el nucleo peptidico) es opcional.

Volviendo a la ilustraciéon de los inventores, se supone que los valores de Ki se determinaron para los 3 compuestos
superiores en las listas de CE1qo. El resultado tipico del experimento es que se obtiene la lista idéntica. Aunque es
poco probable que la actividad de CE1go se desvie de la clasificacion de Ki, se prefiere realizar la valoracion de todos
modos debido a la complicacién por diversas variables cinéticas. Los inhibidores de clasificacion mas alta tienen la
Ki mas baja.

Lista de Ki mas preferidas para la Lista de Ki preferidas siguientes para
situacion 1 la situacion 1

1. Z-LLL-X 1. Z-LLY-V

2. Z-LLL-Y 2. Z-LLY-W

3. Z-LLL-Z 3. Z-LLY-X

C. Determinacion de inactivadores de proteasa en estado de transicion (TSPI)

De forma mecanicista, los inactivadores de proteasa candidatos superiores inhiben la conformacién de la enzima
que corresponde al estado de transicion del sustrato o inducen la inhibicion en la geometria de la enzima que
complementa el estado basal del sustrato. EI mecanismo de inhibicion depende completamente de la enzima
especifica, como ya se describié en la seccion de teoria. Los inhibidores candidatos se valoran en primer lugar por
su potencial como analogos del estado de transicion, proporcionando de ese modo un criterio de seleccion adicional
(es decir, caracter de estado de transicion) a partir del cual se seleccionan los inactivadores de proteasa candidatos
superiores. Se emplea una "puntuacion de estado de transicién" para valorar la inhibicién del estado de transicién. Si
el mimetismo del estado de transicion resulta ser su modo de inhibicién, los inactivadores de la proteasa candidatos
se refinan para una potencia aun mayor en la inhibicién del estado de transicion. Por lo tanto, el proceso ofrece la
oportunidad de un ajuste fino a nivel molecular para identificar inhibidores que imitan de manera mas potente un
estado de transicion e inhiben la actividad enzimatica lo mas cerca posible de la etapa que determina la velocidad.
Preferentemente, se identifican inactivadores de proteasas que inhiben la enzima en la etapa que determina la
velocidad.

Para evaluar el caracter de estado de transicién, se valora la correlacion entre la potencia de inhibicién por los
inactivadores de proteasa y la eficacia de escision de una serie cogenérica de vehiculos sustituidos de forma
analoga. Esta correlacion ha sido bien documentada en la técnica. Si se observa una correlacion, sugiere que las
energias de unién de la interaccion enzima-ligando pueden emplearse para impulsar la inhibicion de una manera
similar a la empleada para impulsar la catalisis. En otras palabras, las caracteristicas mecanicas responsables de la
hidroélisis del sustrato, por un lado, y la inactivaciéon enzimatica por el inhibidor, por el otro, pueden ser similares.

Volviendo a la situacion 1 en el ejemplo ilustrativo, Z-LLL-X se clasificé como el compuesto inhibidor de eleccién mas
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alto basandose en su valor de Ki. Este compuesto con la clasificacion mas alta se selecciona para un analisis
posterior y se convierte en el compuesto "original". El objetivo es analizar el caracter del estado de transicion del
reactante inactivador fijado a Z-LLL, que en este ejemplo es "X". Sin pretender estar limitado por ninguna teoria o
mecanismo en particular, se desea que el reactante inactivador eleve TSk en el estado de transicion, y no afecte a
ESr en el estado basal. De acuerdo con la creencia de que las interacciones de Z-LLL del nucleo peptidico ahora se
conservan en ESg y TSg, ya se ha observado una excelente capacidad de unién (como lo demuestra el bajo valor de
Ki). Ademas, este nucleo tiene la ventaja adicional de que no esta unido no cataliticamente y, por lo tanto, no se
espera que reduzca TSg (lo que contrarrestaria la potencia del reactante inactivador). Para confirmar este hecho, se
realizan las siguientes etapas para determinar si el reactante inactivador (X) induce la inhibicion en el estado de
transicion (TSRg) sin interaccion con el estado basal. El ensayo de los reactantes inactivadores clasificados segundo y
tercero (es decir, Y y Z en el ejemplo de la situacion 1) también se puede realizar, si se desea.

Etapa uno: clasificacion de inactivadores de proteasa en estado de transicion
1. Ki para el inhibidor original y kcat/Km para el vehiculo original

El inhibidor superior y sus vehiculos analogos se denominaran ahora "inhibidor original" y "vehiculo original". Por
ejemplo, en la situacion 1 del ejemplo ilustrativo, el vehiculo original es Z-LLL-AFC y el inhibidor original es Z-LLL-X.
Kcat, Km y Vm para el vehiculo ya fueron determinadas usando métodos cinéticos convencionales tal como se
describio en la etapa Ill. Ki se determind para los inactivadores de proteasa en la etapa VIl (B). Como se ha
destacado anteriormente, se prefiere el ajuste no lineal a los métodos de Eadie Hofstee, Hanes, Cornish-Bowden y
representaciones graficas secundarias de Lineweaver-Burke, y los graficos directos de Lineweaver Burke no se
recomiendan para calcular Kcat, Km y Vm. Por ejemplo, si el vehiculo superior es Z-Leu-Leu-Leu-FMK, entonces se
determinan la kcat, Km y Vm para Z-Leu-Leu-Leu-AFC (dado que AFC es el grupo de sustrato fluorométrico
congénerico). La Ki de Z-LLL-FMK ya se ha determinado por la etapa VIl (B) anterior.

2. Construccion de un perfil de Km/kcat frente a Ki y un perfil de Km/kcat frente a Km para inhibidores de proteasa
analogos estructuralmente y sus vehiculos

Los perfiles cinéticos se desarrollan con adaptaciones. Aunque se prefiere una biblioteca de 8420 vehiculos que
contienen grupos cromdforos para los ensayos en las etapas Il y Ill, es mas econémico sintetizar los inhibidores
correspondientes (que contienen funcionalidades de inactivacion en lugar de cromoéforos) solo segun sea necesario.
Por lo tanto, en ausencia de la "biblioteca 8420" paralela completa de inhibidores, las permutaciones de los
inhibidores mejor promovidos se seleccionan y desarrollan tal como se describe a continuacion. El principio es
producir un grupo sistematicamente variado de nucleos peptidicos a partir del cual identificar las caracteristicas
relacionadas con TS a través de ejercicios de regresion lineal en graficos de datos cinéticos.

Los inhibidores caracterizados por sustituciones de un solo aminoacido frente al inhibidor original se sintetizan junto
con vehiculos idénticamente sustituidos si no existen ya. Aunque es preferible en el nucleo elegir sustituciones de
monoaminoacidos, se permite una sustitucion mas extensa siempre que sea igual en el inhibidor y el vehiculo. Los
pares de inhibidor/vehiculo contienen sustituciones en la posicion idéntica de la parte peptidica del inhibidor y el
vehiculo. En la situacion 1 del ejemplo ilustrativo, si "X" para el vehiculo superior era FMK, de modo que el
inactivador de proteasa superior después de la clasificacion de Ki era Z-Leu-Leu-Leu-FMK, entonces los ejemplos de
pares de inhibidor/vehiculo sustituidos de forma conservativa incluyen Z-Leu-Leu-Tyr-FMK/Z-Leu-Leu-Tyr-AFC, Z-
Phe-Leu-Leu-FMK/Z-Phe-Leu-Leu-AFC y Z-Leu-Pro-Leu-FMK/Z-Leu-Pro-Leu-AFC. Los ejemplos de pares de
inhibidor/vehiculo sustituidos de forma no conservativa incluyen Z-Leu-Leu-Arg-FMK/Z-Leu-Leu-Arg-AFC, Z-Leu-Lys-
Leu-FMK/Z-Leu-Lys-Leu-AFC y Z -Asp-Leu-Leu-FMK/Z-Asp-Leu-Leu-AFC. La expresion "de forma no conservativa"
refleja en este contexto permutaciones que pueden introducir diferencias considerables en el comportamiento del
nucleo peptidico analogo con respecto al nucleo peptidico original, por ejemplo, reemplazando un residuo de
aminoacido relativamente no polar en un péptido original con un residuo de aminoacido mucho mas polar.

Después de que se han sintetizado, se determina Ki para estos inactivadores de proteasa analogos si no se conoce
ya. Kcat, Km y, opcionalmente, Vm se determinan para los vehiculos relacionados. Estos valores se representan
graficamente en la siguiente etapa y se usan para determinar el caracter de estado de transicion del inhibidor
original. El objetivo final de esta parte del método es determinar si el inhibidor original (en la situacién 1, esto es Z-
LLL-X) esta inhibiendo especificamente en el estado de transicion (presumiblemente, elevando TSg). Para cada
reactante inactivador, por ejemplo X, se debe sintetizar un numero suficiente de pares de inhibidor/sustrato para que
pueda construirse una linea aceptable en el analisis de regresion lineal.

Al determinar qué sustituciones de aminoacidos realizar para generar los pares inhibidor/analogo de vehiculo
optimos, el investigador puede guiarse por la informacion recopilada previamente sobre el inhibidor original y
compuestos relacionados.

Caso 1: la eleccion se realiza basandose en inhibicién de vehiculo anterior

Es posible que, tras la revision de los resultados de los datos de inhibiciéon del vehiculo, se descubran "motivos" de
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inhibicién similares. Esto se ilustra usando el ejemplo mas preferido de la situacion 1, donde Z-LLL-X es el
inactivador de proteasa (inhibidor original) y Z-LLL-AFC es el vehiculo original. Los datos muestran varios vehiculos
que fueron clasificados como altos y diferian del original por un solo aminoacido. Este es un caso 6ptimo, pero
también es probable considerando la conservacion en la unién. Los emparejamientos analogos se construyen
basandose en esa lista. Por ejemplo, si LLY-AFC, LLW-AFC, LLR-AFC, VLL-AFC y LLP-AFC fueran inhibidores y
ocuparan una clasificacion alta en la lista de vehiculos, se utilizaran para las sustituciones. De hecho, en este caso,
parece que L es preferido en P2.

Los siguientes parametros cinéticos se determinarian en esta etapa:

Kcat/cm para: Ki para:
. LLL-AFC LLL-X

. LLY-AFC LLY-X
. LLW-AFC LLW-X
. LLR-AFC LLR-X
. LLV-AFC LLV-X
LLP-AFC LLP-X
g. LLV-AFC LLV-X

SO QOO0 T

h. LLQ-AFC LLQ-X
i. LLT-AFC LLT-X

j- LLS-AFC LLS—X
k. LLT-AFC LLT-X
I. LLM-AFC LLM-X
m. LLG-AFC LLG—X
n. LLE-AFC LLE-X

Caso 2: se usan indicios para elegir las sustituciones

La revision de los datos del vehiculo no puede producir una lista en la que solo haya una diferencia de aminoacidos.
En ese caso, los datos del vehiculo anteriores deben estudiarse con mas profundidad. Por ejemplo, si se observa
que L ocupa un lugar destacado en P2 en la mayoria de los vehiculos con caracter inhibidor, entonces L se
empleara en P2. Si también se observa que V en P1 tiene un efecto inhibidor, esta puede ser una sustituciéon que se
intentaria (por ejemplo, Z-VLL-AFC y Z-VLL-X). De forma similar, si se observé que R en P3 proporciona inhibicion
en la lista de vehiculos, entonces se empleara un emparejamiento similar (por ejemplo, Z-LLR-AFC y Z-LLR-X).

Caso 3: no hay indicios disponibles a partir de la lista de vehiculos

En este caso, las sustituciones son completamente a discrecion del investigador. Se pueden hacer sustituciones en
cualquiera o todas las posiciones del vehiculo de unién. Estas sustituciones pueden ser conservativas o no
conservativas, pero es preferible comenzar con cambios conservativos (por ejemplo, aminoacidos hidréfobos por
aminoacidos hidréfobos o aminoacidos polares por aminoacidos polares).

Caso 4: Truncamiento

También puede ser deseable ensayar pares de inhibidor/vehiculo dipeptidicos o nucleos peptidicos de un solo
aminoacido. Por ejemplo, pueden emplearse Z-LL-AFC y Z-LL-X en la situacion 1 del ejemplo ilustrativo.

3. Determinacion de si los reactantes inactivadores son inhibidores en el estado de transiciéon o el estado basal:
graficos de log (Ki) del inhibidor frente a log (Km/kcat) del vehiculo, y log (Ki) del inhibidor frente a log (Km) del
vehiculo

Para la clase de compuestos inhibidores (derivados de un Unico original) que contienen un reactante inactivador
particular, el log(Ki) del inhibidor se representa graficamente frente al log(Km/kcat) de su vehiculo relacionado.
Opcionalmente, también se prepara un grafico de log(Ki) del inhibidor frente a log(Km) del vehiculo.
Preferentemente, uno de cada uno de estos graficos se construye para cada reactante inactivador individual
analizado.

Por ejemplo, en la situacion 1 del ejemplo ilustrativo, la clasificacion de Ki mostré a Z-LLL-X, Z-LLL-Y y Z-LLL-Z
como los primeros, segundos y terceros inhibidores. Por lo tanto, cada uno de ellos podria servir como un inhibidor
original. Suponiendo que Z-LLL-X es el primer inhibidor original que se examinara (siendo Z-LLL-AFC el vehiculo
original), que los pares analogos de inhibidor/vehiculo se sintetizaron como se ha descrito anteriormente (es decir,
pares de inhibidor/vehiculo) Z-LLY-X/Z-LLY-AFC, Z-LLW-X/Z-LLW-AFC, Z-LLR-X/Z-LLR-AFC, Z-VLL-X/VLL-AFC y
Z-LLP-X/Z-LLP-AFC), y que las constantes cinéticas se calcularon, el log(Ki) del inhibidor se representa
graficamente contra el log(Km/kcat) para los vehiculos para cada uno de los pares en el mismo grafico,
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obteniéndose informacién sobre el caracter potencial de estado de transiciéon de los inhibidores que contienen X
como el reactante inactivador. Del mismo modo, se puede representar graficamente log(Ki) frente a log(Km) para los
vehiculos para valorar el caracter potencial de estado basal de los inhibidores que contienen X como reactivo
inactivador. Es decir, se realizan dos graficos para reactante inactivador X: (1) log(Ki) frente a log(Km/Kcat) y (2)
log(Ki) frente a log(Km)).

Opcionalmente, podrian construirse graficos adicionales para reactantes inactivadores Y y/o Z, usando Z-LLL-Y/Z-
LLL-AFC y pares de inhibidor/vehiculo estructuralmente analogos, y Z-LLL-Z/Z-LLL-AFC y pares estructuralmente
analogos, respectivamente, para valorar el caracter de estado de transicién y/o estado basal de los inhibidores que
contienen Y y/o Z.

En este punto, se realiza una valoracion general de si el reactante inactivador para el inhibidor original de interés
esta actuando o no para inhibir como inhibidor del estado de transicién o como inhibidor del estado basal. Tal como
se describié previamente en la seccion de antecedentes, las enzimas pueden emplear desestabilizacion del estado
basal o estabilizacion del estado de transicién (o una combinacién) para impulsar la catalisis. Un inhibidor efectivo
con baja Ki puede unirse al estado de transicion de la enzima o al estado basal de la enzima, dependiendo de qué
modo de catalisis use la enzima. Debe quedar claro ahora que el método de la invencién supone que el modo de
catalisis para la proteasa (es decir, estabilizacion del estado de transicion, desestabilizacion del estado basal, o
ambas) no se conoce de antemano. De hecho, una importante fortaleza del método es que esta informacion se
obtiene y se capitaliza empiricamente durante la puesta en practica del método.

Para determinar el mecanismo mediante el cual funciona el reactivo inactivador, se realiza una regresion lineal en
cada grafico y se realiza una comparacion simple del valor de R (es decir, la métrica de correlacion de linea
estadistica) entre los dos graficos. Si el valor de R es mayor para el grafico de log(Ki) frente a log(Km/kcat),
entonces los inhibidores que contienen el reactante inactivador inhiben la actividad de proteasa actuando sobre el
estado de transicion. Por el contrario, si el valor de R es mayor para el grafico de log(Ki) frente a log(Km), entonces
los inhibidores que contienen el reactante inactivador inhiben la actividad proteasa al actuar sobre el estado basal.
Suponiendo que la correlacion es mayor para el grafico de log(Ki) frente a log(Km/kcat) (es decir, interaccion del
estado de transicion, que es el caso tipico), la puntuacion del estado de transicién se calcula como se describe
inmediatamente a continuacion. Si, en cambio, el valor de R es mayor para el grafico de log(Ki) frente a log(Km), la
inhibicién del estado basal esta en funcionamiento y el investigador deberia pasar a la "etapa tres" a continuacion,
que analiza adicionalmente la inhibicién del estado basal.

Es probable que el modo de inhibicion sea el mismo siempre que el componente del nucleo peptidico de los
inhibidores sea idéntico. Por ejemplo, los inhibidores originales de baja kcat Z-LLL-Y y Z-LLL-X actuaran
normalmente como inhibidores del estado de transicion o como inhibidores del estado basal. Como entre los dos
modos de inhibicién, la inhibicién del estado de transicion es mas probable ya que se ha descubierto que los bajos
valores de Ki estan asociados con la inhibicion del estado de transicién con mayor frecuencia que con la inhibicién
del estado basal.

Aunque es poco probable, sigue siendo posible que los inhibidores que incluyen X como el reactante inactivador, por
ejemplo Z-LLL-X y sus inhibidores estructuralmente analogos que contienen X, puedan tener una mejor correlacion
para el grafico del estado de transicion (es decir, log(Ki) frente a log(Km/kcat)) que la grafica del estado basal (es
decir, log(Ki) frente a log(Km), mientras que los inhibidores que contienen los mismos vehiculos pero incluyen Y
como reactante inactivador, es decir, Z-LLL-Y y sus inhibidores estructuralmente analogos podrian tener una mejor
correlacion para el grafico del estado basal que el grafico del estado de transicion. Se predice que Z-LLL-X actuara
como un inhibidor del estado de transicion y pasara a la siguiente etapa del proceso a continuacion. Por otro lado, se
predice que Z-LLL-Y actuara como un inhibidor del estado basal y pasaria a la "etapa tres" a continuacién. Surge la
pregunta: si solamente se buscara un reactante inactivador, se debe buscar el inhibidor del estado de transicion Z-
LLL-X (o uno de sus analogos), o se debe buscar el inhibidor del estado basal Z-LLL-Y (o uno de sus analogos). Una
opcion es buscar siempre el inhibidor del estado de transicion. Sin embargo, la practica preferida es buscar el
inhibidor que tenga el valor de Ki mas bajo, ya sea inhibidor del estado de transicion o inhibidor de estado basal. Si
Z-LLL-X tiene un valor de Ki menor que Z-LLL-Y, se prefiere que Z-LLL-X se promueva a la siguiente etapa. Por otro
lado, si Z-LLL-X tiene un valor de Ki mas alto que Z-LLL-Y, Z-LLL-Y debe buscarse con preferencia a Z-LLL-Y
debido a su valor de Ki mas bajo. La razon fundamental para elegir buscar el reactante inactivador que produce el
compuesto original con el valor de Ki mas bajo (en contraposicion a la eleccion basada simplemente en el
mecanismo de inhibicién) es que los inhibidores de Ki mas baja son mas potentes. Como resultado, en el contexto
del disefio del farmaco, el inhibidor de Ki mas baja permite usar dosificaciones mas bajas de manera efectiva.
Ademas, la unién fuerte reflejada en la Ki inferior también implica un cierto nivel de selectividad.

4. Determinacion de la puntuacion del estado de transicion para un reactante inactivador
Si se busca la inhibicién del estado de transicion, se puede determinar la puntuacion del estado de transicion (TSS)
para el reactante inactivador que caracteriza al inhibidor basandose en el grafico de log(Ki) frente a log(Km/kcat)

para el inhibidor y su analogos estructurales, como se ha detallado anteriormente. Se espera que los inhibidores con
un alto caracter de estado de transicién sean altamente especificos y potentes para el sitio activo de la proteasa
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diana, asi como demuestren cierta selectividad, al menos en principio. La potencia de la inhibicién es una
caracteristica adicional que se incorpora en la "puntuacién del inhibidor" final para inhibidores particulares, como se
explica en detalle mas adelante.

La féormula para TSS refleja tres propiedades importantes de la inhibicion del estado de transiciéon. En primer lugar,
un reactante inactivador que imparte buen caracter de estado de transicién al inhibidor original (y analogos
estructurales que contienen el mismo reactante inactivador) se caracteriza por un alto valor de R para una regresion
lineal realizada en el grafico de log(Ki) frente a log(Km/kcat) para el inhibidor original y sus analogos estructurales
(todos contienen el mismo reactante inactivador). Un alto valor de R implica que las energias de unién de interaccion
de enzima-ligando se pueden emplear de una manera mecanicista similar para impulsar la inhibicién a medida que
se emplean para impulsar la catalisis. Esto significa que existe una "complementariedad" eficaz entre el inhibidor y el
estado de transicion al que se esta uniendo. En segundo lugar, la regresion lineal realizada para el grafico de log(Ki)
frente a log(Km/kcat) produce una linea con una pendiente M cercana a 1,0. Esto implica que una maodificacion
estructural produce el mismo cambio incremental de energia de unién en un inhibidor que en el estado de transicion.
En consecuencia, los puntos de datos del inhibidor del estado de transiciéon que corresponden a una linea con una
pendiente mas cercana a 1,0 en un grafico de log(Ki) frente a log(Km/kcat) tienen un caracter del estado de
transicion mas alto. En la situacion final donde la pendiente = 1,0, los inhibidores pueden realmente unirse a una
conformacién enzimatica que corresponde a la etapa de determinacion de la velocidad. En tercer lugar, la linea debe
tener tantos puntos como sea posible, con el fin de aumentar la confianza estadistica. Todos estos atributos se
incorporan en la puntuacién del estado de transicion para un reactante inactivador X particular (TSSx) que se calcula
mediante la formula:

TSSx = RI(ABS (1-M) * 1/P)
= (R * P)/(ABS (1-M))

donde:
R = valor de regresion
M = pendiente

P = nimero de puntos en la linea
X = un reactante inactivador seleccionado

El uso de P es opcional, dado que no es critica para la valoracion del mecanismo de inhibicion.

En casos donde M = 1 (el caso altamente improbable donde se ha identificado inhibicion de la etapa que determina
la velocidad), debe emplearse el valor de "0,99" en sustitucion de "1", con el fin de prevenir la division por 0.

Como un ejemplo de esta puntuacion del estado de transicion, si se representaron graficamente 6 puntos, la linea
que mejor se ajusta usando la mayoria de esos puntos es la que se usara. Si se desea, se pueden emplear
programas estadisticos para determinar la linea que mejor se ajusta. Aquellos puntos que se usaron para componer
la linea representan inactivadores de proteasa en estado de transicion. Los puntos que se desvian sustancialmente
de la linea para reducir la puntuacion se eliminan y se consideran no inhibidores del estado de transicion. Por
ejemplo, en la figura 3 el punto "e" representado por Z-LLV-AFC/Z-LLV-X esta desactivado en la parte superior
izquierda del diagrama de flujo, y por lo tanto no se considera que sea un inhibidor del estado de transicién. Por lo
tanto, es importante sefialar que la puntuacién del estado de transicién es atribuible a una serie particular de
reactantes inactivadores. En otras palabras, el reactante inactivador "X" ha sido cribado para su capacidad para
unirse al estado de transicion del vehiculo respectivo. Se deduce que todos los inhibidores reflejados en el grafico de
log(Ki) frente a log(Km/kcat) para X (siempre que no hayan sido descartados en el calculo de regresion lineal) tienen
la misma puntuacién del estado de transicion TSSx.

Por ejemplo, dado que Z-LLV-X, Z-LLL-X, Z-LLY-X son parte de la serie de reactantes inactivadores "X", estos
inhibidores comparten, todos, la misma puntuacién del estado de transiciéon. Del mismo modo, si Z-LLV-Y, Z-LLL-Y,
Z-LLY-Y son parte de la serie de reactantes inactivadores "Y", entonces todos estos inhibidores compartiran la
misma puntuacion del estado de transicion TSSy. Una vez que se ha llevado a cabo esta diferenciacion entre dos o
mas reactantes inactivadores, se pueden comparar inhibidores originales que tienen los mismos nucleos peptidicos
pero diferentes reactantes inactivadores. Para continuar con el ejemplo, si la serie “X” tiene una puntuacion del
estado de transicion mas alta que la serie "Y", entonces una comparacion entre los inhibidores originales Z-LLL-X y
Z-LLL-Y dara como resultado la conclusion de que Z-LLL-X tiene un caracter del estado de transicion mas elevado
que Z-LLL-Y. Nétese también que inhibidores individuales dentro de cada serie de reactantes inactivadores (es
decir, inhibidores con diferentes nucleos peptidicos pero el mismo reactante inactivador que, por definicién, se
caracterizan por la misma TSS) pueden compararse y clasificarse, si se desea, determinando puntuaciones de
inhibidor individuales, tal como se detalla a continuacion.

El investigador puede ajustar la rigurosidad que desea tener en la puntuacion del estado de transicion. Cuanto
mayor es la rigurosidad de la TSS, mayor es la confianza que se deposita en la capacidad de unién del estado de
transicion del reactante inactivador. Preferentemente, la TSS es al menos aproximadamente 22,5, mas
preferentemente al menos aproximadamente 97. Por ejemplo, si se decide que se necesita una TSS minima de 100,
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la regresion lineal se realizara solo sobre ese subconjunto de puntos que produce una TSS de al menos 100. Debe
entenderse que la puntuacion del estado de transicion de un grafico puede aumentarse solamente sacrificando
puntos en el grafico (por ejemplo, eliminando valores atipicos) para aumentar el valor de regresion, R, también
conocido como el valor de correlacion. Sin embargo, reducir P, el nimero de puntos, funciona en contra del esfuerzo
reduciendo la TSS, aunque en una cantidad menor. Si se eliminan demasiados puntos, P puede volverse tan baja
que la confianza en la regresion lineal desaparezca. En ese punto, puede ser necesario sintetizar y ensayar mas
inhibidores o reducir la rigurosidad. El nimero de puntos utilizados para calcular la TSS es preferentemente al
menos 5, mas preferentemente al menos 8. La TSS final refleja un equilibrio entre una regresion lineal realizada con
demasiados puntos (el caso donde no hay suficiente confianza en la capacidad de union del estado de transicion de
los inhibidores) y una regresion lineal realizada con muy pocos puntos (el caso donde la confianza estadistica en la
linea esta en cuestion). Una docena o mas de puntos de datos son aceptables y pueden ser preferidos.

5. Determinacion de puntuaciones del estado de transicion para los siguientes mejores reactantes inactivadores.

Como se ha destacado anteriormente, graficos del estado de transicion preferentemente se construyen
posteriormente para la siguiente mejor serie de reactantes inactivadores. Para ilustrar en el ejemplo de los
inventores, Z-LLL-Y fue el inactivador de proteasa con la segunda mejor clasificacion. En consecuencia, ahora, Z-
LLL-Y sirve como original, y las desviaciones sobre su tema se hacen de manera similar a como se ha descrito
anteriormente. El resultado es que la puntuacion del estado de transicién ahora se puede asignar al original Z-LLL-Y
y su serie modificada. De esta manera, la puntuacion del estado de transicion de Z-LLL-Y se puede comparar con la
puntuacion del estado de transicion de Z-LLL-X, que anteriormente se clasificé mas alto. Si la puntuacién del estado
de transicion de Z-LLL-Y es mayor que la puntuacion de Z-LLL-X, Z-LLL-Y se clasificara mas alta que Z-LLL-X,
aunque se clasificara mas abajo en la lista clasificada por Ki.

A continuacién, puede construirse un grafico del estado de transiciéon para el tercer mejor inactivador de proteasa.
En el ejemplo de los inventores, este seria Z-LLL-Z. A continuacion se compara con los otros reactantes
inactivadores que se cribaron previamente, y asi sucesivamente.

Se pueden construir muchos graficos del estado de transicion. El objetivo en este contexto es determinar qué
reactantes inactivadores (por ejemplo, X, Y o Z) estan inhibiendo eficazmente con el nucleo peptidico unido no
cataliticamente (Z-LLL), en TSR. Eventualmente se consigue una gran lista de resultados del estado de transicion.
Es totalmente posible que se descubra una variante de inactivador de proteasa que tenga una puntuacion del estado
de transicion mas alta que el original que estaba siendo ensayado. Se compone una lista de resultados. Aquellos
reactantes inactivadores que tienen las puntuaciones mas altas reciben la clasificacién mas alta.

Construccién de graficos para la situacion 1, los siguientes vehiculos mas preferidos. Dependiendo del tiempo y los
recursos, el procedimiento anterior se puede realizar en los siguientes vehiculos mas preferidos de la situacion 1
(figura 3a). En el caso de la ilustracion de los inventores, el proceso se llevaria a cabo en Z-LLY-V.

6. Determinacion de puntuaciones individuales del inhibidor del estado de transicion

Después de que se ha calculado la TSS, se puede determinar una puntuacién de inhibidor "I" para cualquier
inhibidor dado. La puntuacion de inhibidor incorpora la caracteristica de "potencia" del inhibidor, como se refleja en la
Ki para cualquier inhibidor dado, para complementar la puntuacién del estado de transicién determinada
previamente. Aunque una alta puntuacion del estado de transicion implica alta especificidad y selectividad para el
sitio activo de la proteasa diana, no implica con tanta fuerza la potencia del acontecimiento de inhibicién, aunque
generalmente la tendencia en la técnica es que los inhibidores del estado de transicion tiendan también a ser muy
potente. Dos inhibidores pueden tener un alto caracter del estado de transicidn, pero no necesariamente seran
igualmente potentes. Cuanto mayor sea el valor de "I" para un inhibidor, mas alta sera la clasificacion del inhibidor.
Nétese que la puntuacion de inhibidor "I" también se puede calcular para un inhibidor del estado basal, tal como se
explica en la "etapa tres" a continuacion.

La puntuacion de inhibidor un inhibidor de transicion (Its) puede calcularse de la siguiente manera:

Its = log (TSS/(Ki)).
La puntuacion de inhibidor "I" puede usarse para diferenciar entre varios tipos de inhibidores. Por ejemplo, tal como
se ha aludido anteriormente en la descripcion del calculo de TSS, la puntuacién de inhibidor puede diferenciar entre
inhibidores individuales que son parte de la misma serie de reactantes inactivadores y que, en consecuencia, tienen
la misma TSS. Cada uno de estos, a su vez, también puede considerarse un potencial candidato a TSPI. Por
ejemplo, "I" se puede usar para diferenciar la capacidad del inhibidor entre Z-LLL-X, Z-LLY-X y Z-LLV-X, siempre
que Ki sea diferente para cada uno de los inhibidores, mientras que TSS no puede (dado que TSS es la misma para
cada uno de estos). Ademas, "I" se puede usar para diferenciar entre inhibidores que tienen el mismo valor de Ki
siempre que tengan diferentes resultados del estado de transicion. En este caso, el inhibidor con el mayor valor de
"I" sera el que tenga el mayor caracter del estado de transicion (segun lo determinado por TSS). Por ejemplo, si Z-
LLL-X y Z-LLL-Y tienen una Ki = ‘IX‘IO'1°, pero Z-LLL-X tiene una TSS mas alta, entonces Z-LLL-X producira un valor
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de "I" mas alto que Z-LLL-Y.

Es importante destacar que "I" también se puede usar para diferenciar entre inhibidores con diferentes valores de Ki
y diferentes valores de TSS. Claramente, cuando un inhibidor caracterizado por un alto caracter del estado de
transicion (un sello distintivo de un buen inactivador de proteasa) y un valor bajo de Ki (otro sello distintivo de un
buen inactivador de proteasa) se compara con otro inhibidor (caracterizado por un caracter del estado inferior de
transicion y un valor de Ki mas alto), la formula para calcular "I" fuerza el resultado de que el inhibidor anterior tiene
un valor "I" mas alto y se clasifica por delante de este ultimo. Comparar Z-LLL-X y Z-LLL-T en la tabla siguiente para
ver un ejemplo de esta situacion.

Ejemplo: parametros cinéticos para diversos inhibidores

Valor Z-LLL-X Z-LLL-Y Z-LLL-U Z-LLL-W Z-LLL-T
R 0,95 0,90 0,99 0,99 0,90

m 0,98 0,89 0,99 0,99 0,89

P 10 5 10 5 10

TSS 475 40,9 990 990 40,9

Ki 107 107 10° 10°® 10°®

| 12,6 11,6 11,9 10,9 7.6

Por otro lado, un inhibidor puede caracterizarse por una TSS alta pero también por un alto valor de Ki (evidenciando
una union mas floja), mientras que otro inhibidor se caracteriza por una Ki mas baja (unién mas fuerte), pero también
una TSS mas baja. El calculo del valor "I" para cada uno de estos inhibidores permite compararlos directamente.
Dependiendo de las magnitudes relativas de los respectivos valores de TSS y Ki, "I" podria ser mayor para un
inhibidor o para el otro. Por ejemplo, Z-LLL-U en la tabla anterior tiene una muy alta puntuacion del estado de
transicion (990), pero un valor de Ki ligeramente mayor (10°) que Z-LLL-Y (TSS = 40,9; Ki = 107%). En este caso, el
valor de "I" de Z-LLL-U (11,9) es mayor que el valor de "I" de Z-LLL-Y (11,6), y por lo tanto Z-LLL-U tiene una
clasificacién mas alta que Z-LLL -Y. Se puede observar que el caracter del estado de transicién del inhibidor
predomina en este sistema siempre que la diferencia entre los valores de Ki no sea mayor que un factor de
aproximadamente 10.

De este modo, en este contexto, cuando la diferencia entre los valores de Ki es mayor que un factor de 10, el valor
de Ki se cobra mas importancia como una medida de la capacidad de inhibicién que el caracter del estado de
transicion. Este caso se ilustra mediante una comparacion entre Z-LLL-W (TSS = 990; Ki = 10®) y Z-LLL-Y (TSS =
40,9; Ki = 10™°). Aunque Z-LLL-W tiene una puntuacion del estado de transicion significativamente mayor que la
puntuacion del estado de transicion para Z-LLL-Y, su alto valor de Ki (Ki = 10°® para Z-LLL-W frente a Ki = 10" para
Z-LLL-W) hace que tenga un valor de "I" menor que Z-LLL-Y (I = 10,9 para Z-LLL-W e | = 11,6 para Z-LLL-Y). Por lo
tanto, Z-LLL-Y tiene una clasificacion mas alta que Z-LLL-W. En general, Ki comienza a predominar sobre la
puntuacion del estado de transicién cuando los valores de Ki entre dos inhibidores difieren en un factor mayor a 10.
Debe entenderse que la ecuacion usada para calcular "I" no es invariable, sino que puede ser ajustada por el
investigador, segun se desee, para dar mas o menos peso a la Ki en comparacién con la TSS. Por ejemplo, podria
aplicarse un coeficiente al numerador (TSS) o al denominador (Ki) de la relacién TSS/Ki para alterar los pesos
relativos de las dos variables. El objetivo de la puntuacion de inhibidor es servir como un eficaz instrumento de
diferenciacion cuantitativa para comparar inhibidores marcados por diferencias en sus capacidades de unién y su
caracter del estado de transicion.

Clasificaciones finales. El resultado de los procedimientos anteriores es que se realiza una clasificacion final de
inhibidores. Preferentemente, los inhibidores que tienen los valores de "I" mas altos son promovidos a la siguiente
etapa. La justificacion para esto es que el valor de "I" clasifica los inhibidores que tienen la combinaciéon mas 6ptima
de caracter del estado de transicién y unién potente. Como alternativa, el investigador puede clasificar inhibidores
basandose Unicamente en la puntuaciéon del estado de transicién, que no incorpora el valor de Ki. Esto podria
hacerse cuando el caracter del estado de transicion es la caracteristica mas deseable, por ejemplo, en un disefio de
farmaco particular. Por supuesto, cuando los inhibidores se clasifican usando solo TSS, los inhibidores individuales
dentro de una serie de reactantes inactivadores tienen, todos, la misma puntuacion del estado de transicion y, por lo
tanto, no seran diferenciables a menos que se valores también alguna otra caracteristica.

Etapa dos: Ajuste fino de inactivadores de proteasa en estado de transicion

Este procedimiento puede llevarse a cabo en casos donde los recursos econémicos y el tiempo estan disponibles. El
inactivador de proteasa del estado de transicién superior se ajusta finamente para obtener inhibicion ain mas cerca
de la etapa que determina la velocidad.

1. Permutaciones estructurales del reactante inactivador

En esta etapa, el nucleo peptidico del TSPI se deja sin cambios, pero se emplean permutaciones de la parte del
reactante inactivador y los compuestos inactivadores resultantes se analizan para la puntuacion del estado de
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transicion. Por ejemplo, si Z-Leu-Leu-Leu-FMK se clasifica como el TSPl mas alto, se utiliza una variante del grupo
del reactante inactivador (FMK). Si se desea, se puede preparar una biblioteca combinatoria basandose en el
reactante inactivador (en este caso, FMK) y se pueden emplear muchas permutaciones de la estructura original de
FMK para el cribado del estado de transicién. Los cambios estructurales introducidos por la quimica combinatoria
pueden ser finos o groseros. Por ejemplo, en el caso de la FMK, un cambio potencial podria implicar la sustitucion
del atomo de fluor con un atomo de cloro, o incluso una alteracién mas sutil como un cambio en la estereoquimica
de la estructura. El objetivo es descubrir la estructura que produzca la puntuacion mas alta del estado de transicion.
En principio, este inhibidor debe estar lo mas cercano posible a la etapa que determina la velocidad de la proteasa
diana. De este modo, se obtiene una nueva biblioteca de TSPI.

2. Modificacion estructural del vehiculo

En esta etapa, se emplea el mismo procedimiento que anteriormente, excepto que se refina la parte del vehiculo (es
decir, el nucleo peptidico) del inactivador de la proteasa del estado de transicién. La parte de reactante inactivador
del TSPI permanece constante. Por lo tanto, se emplea un enfoque combinatorio para refinar los vehiculos. Esto se
puede hacer de muchas maneras. Las modificaciones pueden incluir la sustitucién de un D-aminoacido por un L-
aminoacido, la sustitucion de otros aminoacidos y otros cambios estructurales. De nuevo, el objetivo es mejorar la
puntuacion del estado de transicién del TSPI.

Etapa tres: Identificacion y clasificacion de inactivadores de proteasa en estado basal (GSPI)

Como se ha destacado anteriormente, se puede descubrir que algunos inactivadores de proteasa inhiben la
proteasa en el estado basal y no en el estado de transicion. Los inhibidores con una correlacion mas fuerte (segun lo
determinado por R) entre log(Ki) frente a log(Km) en comparacion con su correlacién en log(Ki) frente a log(Km/kcat)
se promueven a esta etapa. Este procedimiento analiza inactivadores de proteasa en estado basal (GSPI) en el caso
de que los inactivadores de proteasa de Ki baja identificados en la etapa VII no produzcan inhibidores de estado de
transicion razonables, segun lo determinado por una buena puntuacion de inhibidor.

Cada proteasa tiene un mecanismo exclusivo para la catalisis. Histéricamente, se pensaba que los inhibidores con
bajos valores de Ki actuaban en el estado de transicion de la proteasa porque es aqui donde se esperan las
interacciones cooperativas clasicas de Pauling. Sin embargo, como se destaco en la introduccion, la investigacion ha
demostrado que un mecanismo significativo para la catalisis por parte de algunas proteasas también puede incluir la
desestabilizacion del estado basal como un medio para reducir la energia de reaccion libre catalitica. A veces, este
mecanismo puede ser aun mas importante que la reduccion de la energia en el estado de transicion. Los inhibidores
con bajos valores de Ki pueden estar actuando inhibiendo un estado basal en aquellas proteasas en las que la
desestabilizacién del estado basal sirve como modo de accion para la catalisis.

Por consiguiente, si los inactivadores de proteasa de baja Ki identificados en etapas anteriores no parecen ser
inhibidores del estado de transicion, pueden valorarse y diferenciarse, de acuerdo con el presente método, para su
potencial inhibidor del estado basal. La puntuacion del estado basal GSSx para una serie particular de inhibidores
que contiene el reactante inactivador X se obtiene de una manera idéntica a la puntuacién del estado de transicion
para una serie particular de reactantes inactivadores excepto que se toma del grafico de log(Ki) frente a log(Km) en
lugar de log(Ki) frente a log(Km/kcat). La puntuacion del estado basal es, por lo tanto:

GSSx = R/(ABS (1-M) * 1/P)

donde:
R = valor de regresion
M = pendiente

P = nimero de puntos en la linea
X = un reactante inactivador seleccionado

En este contexto P es opcional por las mismas razones que es opcional para la TSSx. Una puntuacion del estado
basal mas alta equivale a un reactante inactivador mas potente. La puntuacién de inhibidor "I" para un inhibidor del
estado basal (es decir, Igs) también se calcula de forma analoga al céalculo de la situacion de inhibicion del estado de
transicion. Especificamente, la puntuacion de inhibidor del estado basal es:

les = log(GSS/ABS(Ki))
Los mismos argumentos presentados anteriormente para la puntuacion de inhibidor en relacién con la puntuacion
del estado de transiciéon, también se aplican a la puntuacion del estado basal. Una vez mas, generalmente es
preferible usar la puntuacién de inhibidor como el método para clasificar los inhibidores de estado basal.
Aplicacion de la puntuacion de inhibidor para analogos escindibles

Las féormulas anteriores (TSS, GSS, Its € lgs) también se pueden aplicar a inactivadores que estan enlazados a
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sustratos altamente escindibles. El método de enlazar inactivadores a sustratos altamente escindibles ya es bien
conocido en la técnica. Sin embargo, el uso de los sistemas de puntuacion anteriores para identificar y optimizar
inactivadores que interactdan con energias de estado de transicion o estado basal es novedoso.

Etapa cuatro: ajuste fino de inactivadores de proteasa en estado basal

Las modificaciones estructurales del inactivador de proteasas modelo se realizan como se ha descrito anteriormente
en la etapa dos, y los compuestos resultantes se ensayan para una puntuacion de estado basal mejorada. En primer
lugar, el reactante inactivador se modifica estructuralmente manteniendo la parte del vehiculo constante para deducir
el reactante inactivador modificado que produce la puntuacion de estado basal mas alta. En segundo lugar, la parte
del vehiculo del inactivador de proteasa se modifica estructuralmente para obtener la puntuaciéon de estado basal
mas alta. Nuevamente, este procedimiento es opcional y se lleva a cabo cuando el tiempo y los recursos estan
disponibles.

Etapa cinco: caracterizacion de inhibidores finales

Los inhibidores finales se caracterizan preferentemente usando diversos métodos bien conocidos por los expertos
en la materia. Estos incluyen la dependencia del tiempo de la inactivacion, la observacion de la cinética de
saturacion, la proteccion del sustrato, los ensayos de irreversibilidad y la medicidon del numero de sitios de inhibidor
fijados a la enzima. Las constantes de velocidad de pseudo primer orden (Kapp) pueden valorarse a partir de la
pendiente del tiempo frente al In del porcentaje de actividad restante. Las representaciones graficas secundarias de
1/Kapp frente a 1/I proporcionaran Kiy K2.

Revision de las ventajas tedricas de la etapa VI

La ventaja de esta etapa es que se identifica un resto reactivo, para la adicion al vehiculo, con lo que dicho resto
reactivo parece reaccionar exclusivamente en TSR. Como se describié anteriormente, dado que los centros de unién
y de reaccioén son bien distinguidos por el vehiculo, no se espera que el resto reactivo interfiera en las interacciones
de unién favorables que estan presentes en el vehiculo. Ademas, se espera que la eficacia del aumento de TSR
causado por el resto reactivo se potencie sustancialmente porque el vehiculo no participa en la reduccion de TSR,
ya que es no catalitico.

Advertencias

Sin pretender estar sujetos a ninguna teoria particular, se observa que se hacen varias suposiciones para los
calculos anteriores. Como ya se sabe en la técnica, se toman medidas experimentales para garantizar que estas
suposiciones sean validas. En los casos en que no lo son, se utilizan los métodos experimentales factibles que estan
publicados en la técnica para corregir las suposiciones que son violadas.

Suposicion 1. Km corresponde a la constante de disociacion del sustrato, Ks. Por lo tanto, es importante que las
etapas de asociacion o disociacion no jueguen un papel limitante de la velocidad para los sustratos elegidos. Km
contiene informacion de unién, pero es fundamentalmente una constante cinética que se mide por definicién en
condiciones de estado estacionario y no en equilibrio. Km se aproximara a la constante de disociacion del sustrato
solamente cuando exista una etapa lenta. Ademas, si el sustrato esta unido con alta afinidad y la renovacién es muy
rapida, Km puede no reflejar la constante de disociacion verdadera, y etapas distintas de la produccion intermedia
del estado de transicion (por ejemplo, intermedios tetraédricos en cisteina y serina proteasas) pueden ser parcial o
completamente limitantes de la velocidad. En caso de que el vehiculo esté tan fuertemente unido, su constante de
inhibicion puede no ser susceptible de calculo en condiciones de estado estacionario. Ademas, la inestabilidad
hidrolitica del vehiculo también puede significar que la afinidad de unién no puede determinarse en condiciones de
equilibrio, ya que a concentraciones del vehiculo que permiten actividad enzimatica residual, la velocidad a la que el
inhibidor se asocia con la enzima es mas lenta que la velocidad a la que se hidroliza.

Suposiciéon 2. La enzima es estable durante el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio con el inhibidor.

Suposicion 3. Las variaciones introducidas de aminoacidos en el vehiculo son independientes de la energia de los
centros de reaccion del substrato del sitio activo.

Suposicion 4. Los valores de Kcat/Km reflejan la misma etapa que determina la velocidad en toda la serie de
sustratos. Por lo tanto, la constante de velocidad para la transformacién no catalizada con enzimas del sustrato al
producto no cambia para la serie y esta misma etapa quimica comprende el estado de transicion para cada uno de
los sustratos usados en la correlacion.

Suposicién 5. Los fendmenos de unién lenta deben tenerse en cuenta al evaluar los resultados cinéticos.

Suposicién 6. Si el vehiculo se une demasiado fuertemente, puede ser dificil determinar la Ki.
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Suposicién 7. Problemas de laboratorio. Se aplican las mismas posibilidades de error que las que se describieron en
la seccion de advertencias de la etapa lll.

La etapa VIl para una mezcla de proteasa en bruto procede como para una proteasa purificada, excepto que Vm se
emplea como un sustituto de kcat, ya que se desconoce la concentracion de la proteasa. El grafico de estado de
transicion apropiado es, entonces, Ki frente a Km/Vm. Dado que no se conoce en la técnica ninguna referencia para
este procedimiento para una mezcla en bruto, la correlacién puede estar mas dispersa de lo que estaria para una
proteasa purificada. En este caso, la puntuaciéon de estado de transicion puede necesitar ser mas liberal para una
sopa en bruto de lo que seria para una proteasa purificada.

Etapa VIIl. Ensayos de sustrato natural

Si se desea, los principales TSPl o GSPI candidatos se analizan por su capacidad para inhibir la escisiéon de
sustratos naturales in vitro, en cultivo celular, y/o in vivo. Esta informacion ayuda a caracterizar los inhibidores, pero
no pretende servir como un criterio de seleccién para la clasificacion final.

Se selecciona un sustrato que se espera que sea una diana de escisidon natural para una proteasa particular. Por
ejemplo, si la proteasa se aisla de los lisosomas (por ejemplo, una cisteina proteasa), entonces las moléculas de
sustrato diana pueden incluir las que se importan al lisosoma, tales como albumina. Si se espera que la proteasa
degrade las membranas celulares, se puede elegir colageno como un sustrato natural. La escision se puede analizar
usando espectroscopia de masas o analisis de transferencia de Western, por ejemplo. La potencia del inhibidor esta
determinada por su capacidad para impedir la escisidn del sustrato. Una mezcla en bruto se trata de manera idéntica
a una proteasa purificada.

Etapa IX. Ensayo de escision diferencial para identificar TSPl o GSPI que son selectivos para la proteasa diana

Esta etapa proporciona datos de selectividad para los TSPl y GSPI de clasificacion alta identificados hasta el
momento. Tal como ya se ha mencionado, la selectividad es una caracteristica importante de un farmaco inhibidor
de proteasa, ya que este es, preferentemente, capaz de inhibir la proteasa diana del patégeno pero incapaz de
inhibir proteasas generales del huésped humano o no humano. Para evaluar la selectividad, los controles y las
configuraciones del ensayo apropiados son similares a los descritos previamente en la etapa VI. Los inhibidores se
evallan por su capacidad para inhibir las proteasas del huésped en la misma clase mecanicista que la proteasa
diana, asi como por su capacidad para inhibir otras proteasas del huésped. Idealmente, los inhibidores se ensayan
en una amplia variedad de proteasas del huésped. Los TSPl o GSPI preferidos inhiben la proteasa diana pero no las
otras proteasas. La valoracion de la selectividad del inhibidor en esta etapa del proceso es util porque estos TSPl y
GSPI candidatos representan compuestos casi "finales". Sin embargo, estos compuestos pueden modificarse aun
mas, y estas modificaciones posteriores pueden alterar la selectividad. Por lo tanto, la ejecucion de esta etapa,
aunque importante, sigue siendo opcional, y puede o no servir como criterio de seleccion para una nueva
clasificacion de la lista de TSPI o GSPI. Como minimo, esta etapa sirve para verificar el grado de selectividad que el
TSPI o GSPI de clasificacion alta exhibe para la proteasa diana. En otros casos, esta etapa puede utilizarse como
una herramienta para volver a clasificar los compuestos en la lista de TSPl o GSPI. La mezcla en bruto se trata de
manera idéntica a una proteasa purificada en esta etapa.

Etapa X. Refinamiento adicional de TSPl y GSPI de clasificacion alta

El o los compuestos inactivadores de proteasa de partida se pueden refinar adicionalmente, si se desea, ensayando
variaciones estructurales adicionales del compuesto. Debe entenderse que las modificaciones estructurales de los
TSPI de cualquier tipo se pueden realizar, y los compuestos resultantes se pueden ensayar, en cualquier fase del
proceso, sin limitacion. Sin embargo, el refinamiento estructural normalmente se hace mas econémicamente mas
tarde en el proceso que mas temprano. Los ejemplos de refinamientos adicionales incluyen los siguientes
procedimientos.

Adiciéon de uno o mas aminoacidos al nucleo peptidico para interactuar con subsitios enzimaticos adicionales. En
este método, se afiaden uno o mas aminoacidos a las posiciones N-terminales y/o C-terminales (subsitios P o P ')
del inactivador de proteasa, y la actividad del compuesto resultante se compara con la del compuesto original para
determinar si el nuevo compuesto es un inhibidor mas potente (y/o mas selectivo) de la proteasa diana. Por ejemplo,
la extension de un inactivador de proteasa tripeptidico tal como Leu-Leu-Leu-FMK puede incluir la adicién de uno o
mas de los 20 aminoacidos naturales en P4 del compuesto original y, adicionalmente, P5 si se desea.

Modificacién estereoquimica. Las composiciones estereoquimicas de los aminoacidos del subsitio P-P' pueden
modificarse (por ejemplo, cambiando un estereoisdmero D a un estereoisomero L o viceversa). Las permutaciones
quirales del reactante inactivador también se pueden considerar, si son posibles.

Etapa XI: Construccién de una biblioteca combinatoria en el armazdén del compuesto de partida

Una vez que se ha identificado un TSPl o GSPI de partida, la molécula final se puede usar como un armazén para
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una biblioteca combinatoria. La construccion de la biblioteca combinatoria es un procedimiento estandar y esta bien
referenciado en la técnica. Por ejemplo, se descubre que Z-LLL-FMK era un compuesto de partida como resultado
de los experimentos de los inventores con la cisteina proteasa de Taenia solium (ejemplo 8). Este compuesto se
puede emplear luego como la molécula original para las permutaciones combinatorias para potenciar el efecto
inhibidor. Ademas, este procedimiento permite la identificacion y optimizacion de las partes del inhibidor que se
caracterizan por la relaciéon estructura bioldgica/actividad de manera que los aminoacidos en el inhibidor original ya
no formen parte de la molécula final. Esta es una consideracion importante, ya que se esperaria que los
aminoacidos sean metabolizados facilmente por el cuerpo y, por lo tanto, es poco probable que lleguen a convertirse
en compuestos finales de farmacos.

Etapa XlI: Cristalizacion de la proteasa diana y modelizacion por ordenador

En los casos en los que se ha identificado un inhibidor para la proteasa o para una mezcla en bruto, puede ser
deseable cristalizar la proteasa con su inhibidor y llevar a cabo refinamientos adicionales del descubrimiento de
farmacos usando algoritmos de modelizacién por ordenador. Este proceso de refinamiento es conocido en la técnica
e incluye, pero no se limita a, la utilizacion de relaciones de actividad-estructura cuantitativas tridimensionales
(QSAR) que incluyen andlisis de campo molecular comparativo y QSAR bidimensionales que incluyen QSAR de
holograma molecular y determinaciones de valores propios para determinar una hipotesis farmacoférica del TSPI o
GSPI de partida, y el analisis de acoplamiento de los TSPI de partida con estructuras diana, incluidas las funciones
de energia potencial suave, espacial, basada en rejilla y los programas de acoplamiento, incluidos los algoritmos
Monte-Carlo, Ligand-Pile Up y Probe.

Etapa XllI: adicion de moléculas de suministro

Una vez que se ha finalizado el compuesto de partida, se pueden afiadir moléculas de suministro al compuesto, que
incluyen potenciadores de particion aceite-agua a compuestos de partida candidatos. Una molécula de suministro es
un sustituyente o molécula asociada independiente que potencia la permeabilidad de una molécula de farmaco a
través de las membranas, preferentemente sin reducir la eficacia farmacoférica de las otras propiedades del
farmaco.

Ejemplos
La presente invencion se ilustra mediante los siguientes ejemplos.

EJEMPLO 1: Determinacién de condiciones ambientales éptimas para escisién por la cisteina proteasa de Taenia
solium purificada y la mezcla en bruto de Taenia solium ("etapa P", la etapa preliminar)

Determinacién de las condiciones dptimas para la cisteina proteasa de Taenia purificada

Se purificé una cisteina proteasa de la pared de un quiste de Taenia solium a partir de la pared del quiste. Los
detalles de esa actividad de purificacion y caracterizacion de la cisteina proteasa se relatan en la patente WO
00/63350 (publicada el 26 de octubre de 2000). En esta etapa, el pH exacto y las condiciones ambientales para
permitir la catalisis optima del sitio activo para esta cisteina proteasa se determinaron mediante el método de la
invencion con un pH de 4,9 con el requisito de cisteina 10 mM. La temperatura de incubacién éptima para la
actividad fue de 37 °C.

Determinacion de las condiciones dptimas para preparacion de la “mezcla en bruto”.

Se empled una mezcla en bruto de quistes de Taenia solium congelados en seco. Aunque ya se conocian los
parametros de actividad 6ptima de la cisteina proteasa purificada, se deseaba determinar nuevamente la actividad
optima a partir de una nueva "mezcla", para determinar cuales eran esas condiciones y para obtener la confianza de
que eran similares. Debido a las numerosas proteasas en esta mezcla, la atencién brindada para obtener el entorno
catalitico operacional 6ptimo para la cisteina proteasa diana fue especialmente critica. Cuanto mas "ajustado
finamente" sea el entorno determinado, mayor es la posibilidad de que se reduzca el nimero de proteasas que estan
activas dentro de esa region ambiental. No obstante, cuando se determinen las condiciones ambientales para la
escision 6ptima de una bateria de sustratos, aun existia la posibilidad de que existan isoformas de la proteasa o
incluso mas de una proteasa de manera 6ptima en las condiciones dadas. Sin embargo, incluso en el caso de que
exista mas de una proteasa a un nivel 6ptimo para una condicién ambiental dada, aun era posible y probable que los
mecanismos bioquimicos en el acontecimiento catalitico siguieran algun patron conservado. Esto se basa en el
hecho de que la escision por mas de una variedad de proteasa seria 6ptima en las condiciones ambientales
especificas solamente debido a mecanismos bioquimicos similares dentro del sitio activo. De hecho, ya se observé
una conservacion significativa en el nivel de sitio activo para diferentes clases de proteasas.

Sin embargo, sin un analisis en profundidad, fue imposible valorar si dos o mas variedades de proteasas en un

ambiente especifico tenian un mecanismo completamente conservado en comun. Sin embargo, estos
procedimientos siguen de inmediato la suposicion de que existia una conservacion del mecanismo del sitio activo de
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mas de una proteasa que operan en una condicion ambiental dada, y que un inhibidor que era especifico para ese
sitio activo, debe suprimir el acontecimiento catalitico para esas proteasas. Incluso si esta suposiciéon no se cumplié
por completo, se formulé la hipétesis de que los procedimientos descritos a continuacién producen un inhibidor que
tenia cierta afinidad por el sitio activo de uno u otro o de todos. Como se destacara en ejemplos posteriores, se
produjo el mismo inhibidor para la proteasa purificada que para la mezcla en bruto. Nuevamente, la descripcion
previa supone que mas de una proteasa estara activa en una condicion ambiental muy especifica. Sin embargo, no
debe descuidarse el hecho de que puede haber habido una sola proteasa activa en esta condicion.

Los procedimientos utilizados para determinar el entorno éptimo de la mezcla en bruto fueron los siguientes:
1. Preparacion de la mezcla en bruto.

La mezcla en bruto se preparé de la siguiente manera. Se obtuvieron quistes de Taenia solium congelados en seco
de cerdos cisticercoéticos de 6 a 12 meses de edad de aldeas en un area endémica de cisticercosis porcina en
México. Los metacestodos se diseccionaron cuidadosamente de los tejidos parasitados, se lavaron tres veces con
PBS vy se liofilizaron. Los extractos de parasitos se prepararon suspendiendo 0,01 gramos de quistes congelados en
seco en 10 ml de tampon de extraccion (citrato 0,4 M, pH 4,9). Los quistes se agitaron en vortice durante tres
intervalos de cinco minutos con incubaciones intermitentes (5 min) a 4 °C. El material particulado se eliminé por
centrifugacion (20.000 x g, 120 min) y la fraccion soluble resultante se filtro (0,2 uM).

2. Determinacion del pH optimo.

Se construy6 una amplia curva de pH frente a actividad usando un sistema tampoén de citrato-fosfato (CP) (Maniatis).
En este ensayo, se us6 Z-Phe-Arg-AFC (Enzyme Systems Products, proveedor) para cribar para actividad, ya que
se sabe que este sustrato es un sustrato comun para cisteina proteasas. La incubacion de Z-Phe-Arg-AFC con una
pequefia cantidad de mezcla en bruto produjo una curva de pH en forma de campana frente a actividad con un pH
6ptimo a 4,9, que era idéntico al pH éptimo de la proteasa purificada.

3. Optimizacién de la actividad de la mezcla en bruto.

Una vez que se identificaron los pH 6ptimos y el sustrato de deteccion general, se determiné la curva de dosis-
concentracion en mezcla en bruto, con respecto a la actividad de escisién de sustrato. La mezcla en bruto se afadié
en concentraciones crecientes a Z-Phe-Arg-AFC al pH 6ptimo determinado. A continuacion, se siguio6 la actividad de
la proteasa en cada concentracion a lo largo del tiempo. Se determinaron la concentracion y el tiempo en que se
registré la actividad. Los resultados demostraron una actividad proteolitica detectable después de 5 horas de
incubacion con el sustrato, con tan solo 10 pl de material de partida.

4. Determinacion de variables exégenas y temperatura de incubacién optima.

La actividad proteolitica mediante la mezcla en bruto sobre Z-Phe-Arg-AFC se potencié mediante la adicion de L-
cisteina 10 mM al tampdn de ensayo.

Los resultados proporcionaron las variables éptimas dentro de las que incubar la mezcla en bruto en ensayos
posteriores.

EJEMPLO 2. Determinacion de Sustratos de alta y de baja kcat ("etapa Il")

En esta etapa, el sustrato mas eficaz para la deteccién de la cisteina proteasa (sustrato de kcat alta) se determind in
vitro junto con aquellos sustratos que no eran bien escindidos (sustratos de baja kcat). De aqui en adelante, las
siguientes condiciones se refieren a todos los ensayos: "tampdn de ensayo" se refiere a citrato 0,4 M, pH 4,9 (el pH
optimo de la proteasa). El tiempo de incubacioén fue de 18 horas a 37 °C. Estas condiciones fueron determinadas por
los datos preliminares de los inventores como las mejores para la evaluacion cinética de la proteasa. Todos los
sustratos se compraron frescos de Enzyme Systems Products (Livermore, CA) y se usaron dentro de los 3 meses
posteriores a la fecha de compra para garantizar la situacion mas estable. Los experimentos se realizaron en
minitubos de cultivo de Borosilicato 6X50 mM (Fisher Scientific), y se empled un fluorémetro (Turner) para la
deteccion de la escision de AFC.

A. Cribado de sustratos sintéticos

Dado que las posibilidades de 8.420 aminoacidos completos para la escision no estaban disponibles, se emplearon
sustratos representativos. Por lo tanto, este ejemplo también puede emplearse para demostrar como este método se
puede adaptar a situaciones en las que solo se emplean subconjuntos de sustratos para su uso con esta etapa y
para las etapas siguientes. Con el fin de elegir este subconjunto, se eligieron los aminoacidos representativos (es
decir, seleccionados entre las categorias de acido, basico, no polar, sin carga) para crear tantas categorias de
motivos como sea viable para las posiciones P3-P1 con un conjunto de 67 péptidos pequefios (véanse las listas en
la figura 4a y la figura 4b). La cisteina proteasa diana de Taenia solium se aisl6 usando los métodos de purificacion
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descritos previamente en la patente WO 00/63350.

Aproximadamente 1 ug (o una cantidad detectable proteoliticamente) de la cisteina proteasa diana purificada se
incub¢ individualmente, con 1 ug de cada uno de los sustratos disponibles en 500 pl de tampon de ensayo. Durante
esta configuracion, el sustrato se preincubd en el tampon de ensayo durante un corto periodo de tiempo (20
minutos) con el fin de alcanzar un estado equilibrado antes de la adicion de la proteasa. Las valoraciones de
escision se basaron en la propiedad de la proteasa para escindir sustratos peptidicos sintéticos unidos en el extremo
C a 7-amino-4-trifluorometilcumarina (AFC) como se describio previamente. Los tripéptidos, dipéptidos y
monopéptidos enlazados a AFC (con una variedad de permutaciones en P3-P1) estaban disponibles de Enzyme
Systems Products (Livermore, CA) y se usaron como la fuente del subconjunto. Tras la incubacion de preparaciones
enzimaticas durante una noche (18 h, 37 °C) con péptido en tampdn de ensayo (citrato, pH 4,9, suplementado con
cisteina 0,01 M), se midieron las concentraciones de AFC libre fluorométricamente (excitacion 405 nm, emisién 505
nm). La escision proteolitica liberaba el grupo AFC, que se podia medir como una molécula libre mediante un
fluorometro estandar y se convertia en cantidades molares, basandose en una curva patréon previamente
establecida. La simplicidad de la deteccion de AFC por el fluorémetro fue un factor clave que agilizé y simplifico los
procedimientos.

En el ensayo, se afadid 1 pg de la cisteina proteasa de Taenia purificada a una cantidad saturada de Z-Phe-Arg-
AFC (4X‘I0'5 M) en tampon de ensayo. El experimento se realizé por triplicado y se repitio al menos 5 veces hasta
estar seguros de que la variabilidad en la escision de AFC no era estadisticamente significativa.

Mezcla en bruto:

Con el fin de preparar la "mezcla en bruto" de Taenia solium, se obtuvieron quistes de Taenia solium congelados en
seco de cerdos cisticercéticos de 6 a 12 meses de edad de aldeas en un area endémica de cisticercosis porcina en
México. Los metacestodos se diseccionaron cuidadosamente de los tejidos parasitados, se lavaron tres veces con
PBS y se liofilizaron. Los extractos de parasitos se prepararon suspendiendo 0,1 gramos de quistes congelados en
seco en 10 ml de tampdn de extraccion (citrato 0,4 M, pH 4,9) a temperatura ambiente. Los quistes se agitaron en
vortice durante tres intervalos de cinco minutos con incubaciones intermitentes (5 min) a 4 °C. El material particulado
se elimino por centrifugacion (20.000 x g, 120 min) y la fraccion soluble resultante se filtr6 (0,2 uM). En los tampones
de ensayo, la cantidad detectable de la mezcla en bruto, como se ha descrito anteriormente, se empled e incubd con
los sustratos diana.

B. Valoracion de parametros cinéticos para la escision optima del sustrato primario

La Vmax para la escision de sustratos por la proteasa diana purificada y la Vmax para sustratos escindidos por la
proteasa de la mezcla en bruto se calcularon, cada una, usando calculos de modelizacién cinética convencionales
ya descritos en la técnica.

C. Identificacion de sustratos de alta y baja Vmax (o Kcat)

Basandose en los resultados anteriores, se identificaron aquellos sustratos con los valores mas altos y mas bajos
para Vmax. Se determind que el sustrato de endopeptidasa, Z-Phe-Arg-AFC (Z = CgHs-CH2-O-CO-, grupo de
bloqueo para el extremo n) fue el sustrato mas 6ptimamente escindido por la cisteina proteasa purificada, y se
marco de este modo por la Vmax mas alta. Esto fue seguido por la escision de Z-FAR-AFC, Z-AAK-AFC, Z-AP-AFC
y Z-VLR-AFC, respectivamente, en ese orden. Estos sustratos formarian el "coctel" que se empleara en la siguiente
etapa.

Se postula que hay dos posibilidades para los sustratos de baja Vmax: 1) no se renuevan y no estan unidos, o 2)
estan unidos de forma no catalitica, no renovados, y potencialmente bloqueados en el sitio activo. Aquellos sustratos
que obedecen a la ultima condicién eran de mayor interés para este procedimiento, ya que se esperaria que
estuvieran unidos, pero no poseerian caracteristicas bioquimicas conducentes a la renovacién. Como se describié
en los antecedentes, es esta caracteristica la que conferiria ventajas significativas al nucleo peptidico, ya que el
objetivo de este nucleo peptidico es tener interacciones de union favorables maximas (a través de la disminucion de
ESg y TSg), pero no reducir TSg como lo haria un nucleo peptidico unido cataliticamente.

Basandose en los resultados de los inventores, habia numerosos sustratos no escindibles y potencialmente unidos
de la cisteina proteasa de T. solium, que incluye Z-Leu-Leu-Leu-AFC (Z-LLL-AFC), Z-Leu-Leu-Tyr-AFC (Z-LLY-
AFC), Mu-Leu-Tyr-AFC (M-LY- AFC), Boc-Val-Pro-Arg-AFC (B-VPR-AFC), Z-Leu-Gly-Arg-AFC (Z-LGR-AFC), etc.
(figura 4a). Normalmente, con el subconjunto completo disponible, todos los sustratos no escindibles se
promocionaran inmediatamente a la siguiente etapa. Esa accion pondria fin a esta parte del procedimiento.

Sin embargo, también existe el escenario en el que no estan disponibles todas las 8.420 combinaciones de péptidos
completas, y por lo tanto las predicciones sobre qué sustratos también pueden ser no escindibles y unidos se
realizan mediante la busqueda de interaccion. Por lo tanto, se emplean predicciones sobre qué aminoacidos estarian
potencialmente "bloqueados” en cada posicion del subsitio de la enzima, P1 a P3, y por lo tanto se predijo cual de
esas combinaciones de aminoacidos seria mejor promover a la siguiente etapa. Ahora se proporciona una muestra
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de esta busqueda de permutacion con las siguientes etapas y puede ser usada por un investigador que no tiene
acceso a los recursos del subconjunto completo.

1. Motivos de aminoacidos en sustratos renovados fueron identificados por primera vez. Aquellos sustratos que se
escindieron proporcionaron sugerencias de motivos de aminoacidos en posiciones de subsitio especificas que se
unieron en el sitio activo. Esta informacién es util, aunque se usa de manera preventiva. Como los aminoacidos
estan en sustratos de alta kcat, pueden estar implicados en la unién a TSg y ESg. Por ejemplo, como se ve en la
figura 4a, D-VLR-AFC y Z-FR-AFC fueron ambos escindidos. En este caso, se hizo la prediccion de que Leu o Phe
(que cada uno tiene grupos sustituyentes no polares) en P2 se pueden unir y, por lo tanto, pueden ser
potencialmente inhibidoras. Por lo tanto, se "fijo" Leu o Phe en P2 en la hipotesis de los inventores. Ademas, los
sustratos que no fueron escindidos fueron examinados. Fue notable que tanto Mu-LY-AFC como MeoSuc-FLF-AFC
(MeOS-FLF-AFC) no se escindieron. En consecuencia, fue interesante que Leu estuviera en P2. Como Leu estaba
en P2 en un sustrato escindido (por ejemplo, D-VLR-AFC) y un sustrato no escindido (por ejemplo, Mu-LY-AFC), se
podria suponer que este aminoacido podria estar unido al sitio activo, y ser potencialmente inhibidor (por ejemplo, en
un ensayo competitivo con el sustrato mas escindido, Z-FR-AFC). Por lo tanto, Leu se confirmé como fijado en P2
para la hipotesis.

2. Se realizé una busqueda de "interacciéon" para identificar qué aminoacido funcionaba bien con L en P2. Como
puede verse, Y en P1 era un sustrato potencialmente escindible y, por lo tanto, también se pudo haber unido a EY-
AFC y Mu-LY-AFC. Ademas, V en P3 y R en P1 parecian ser importantes (por ejemplo, D-VLR-AFC, Boc-VPR-
AFC).

3. Se realizé una busqueda no selectiva "independiente". Independientemente de L en P2, el tema abordado es qué
motivos no son escindidos. Por ejemplo, EY-AFC no se escindié y, por lo tanto, E en P2 puede haber sido un motivo
potencialmente importante.

4. Los motivos se resumieron en una hipétesis central del vehiculo. La hipétesis de los inventores para los
aminoacidos en diferentes posiciones en el nucleo del vehiculo, para el ejemplo de cisteina proteasa de T. solium,
fue:

P1:R)Y
P2:L,F.E
P3:V

De nuevo, se enfatiza que este tipo de busqueda algoritmica de aminoacidos predictivos en cada una de las
posiciones del subsitio se realizara solo cuando el subconjunto completo de 8.420 aminoacidos no esté disponible.
Esta hipotesis sera util después la etapa Il también.

Resultados de la mezcla en bruto

En este contexto se emplearon etapas similares a las de la proteasa purificada. Como se observara, se obtuvieron
conclusiones similares sobre la identificacion de los inhibidores de proteasa para la mezcla en bruto, y se derivo la
hipotesis idéntica (figura 4b). Es notable que los sustratos mas escindidos fueron Z-FR-AFC, Z-FAR-AFC, Z-AAK-
AFC, AP-AFC, Z-VLR-AFC, respectivamente. Este patron de escision, observado junto con otros, fue muy similar al
patron de escision obtenido para la proteasa purificada. Basandose en estos resultados, se concluyo que la actividad
proteolitica entre la mezcla en bruto y la proteasa purificada eran altamente comparables. Ademas, los sustratos no
escindidos también fueron muy similares, aunque hubo variaciones sutiles en la escision relativa para los sustratos
no escindidos. Sin embargo, esto se esperaria, dado que las lecturas fluorométricas tenderan a tener una variacion
sutil a lecturas mas bajas debido a los efectos de fondo.

EJEMPLO 3: identificacién de sustratos inhibidores unidos no cataliticamente ("etapa Ill")

Hubo dos objetivos para esta etapa. En primer lugar, se usé para determinar cual de los sustratos de baja Vmax de
la etapa Il también exhibia un valor de Km bajo. Este experimento diferenciaria entre aquellos sustratos de baja
Vmax, que exhibian baja renovacion debido a la falta de unién, y aquellos, que tenian Vmax bajas debido a la fuerte
union no catalitica de la proteasa. El objetivo era identificar el ultimo de estos. Desde un punto de vista cinético, se
identificaron aquellos emparejamientos de enzima/sustrato que estaban marcados por una unién muy fuerte (ES es
baja ya que ESg se reduce mas de lo que se eleva ESg, TSg se redujo, pero TSg no) pero sin TSg reducido. En
segundo lugar, la etapa se empled para diferenciar aquellos sustratos que estaban tan fuertemente unidos que
inhibian la escisiéon de todos los sustratos de alta Vmax. El resultado fue una secuencia de un tripéptido, dipéptido o
motivo de aminoacido individual, donde el péptido era capaz de unirse al sitio activo de una manera cinéticamente
mas favorable que la combinacién de tripéptido, dipéptido o aminoacido mas comunmente unida (aquellos que
normalmente tendrian una alta relacion Kcat/Km).

A. Eleccion de sustratos de alta y baja Vmax.
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El 1,4 % superior de sustratos (de 67) en el panel completo de sustratos con los valores mas altos de Vmax fueron
elegidos para componer un "coctel al 1,4 % SUPERIOR". (Se emplea "Vmax" en este contexto aunque también se
puede usar Kcat). Debido a la menor cantidad de sustratos, no se eligié un porcentaje para los sustratos de "%
INFERIOR". Como alternativa, todos los sustratos que no fueron escindidos como se determina por un valor de 10
pM/h o menos, fueron elegidos para ser ensayados en esta etapa por su capacidad competitiva. En lo sucesivo, el
término "vehiculo" representara sustratos de baja Vmax que fueron capaces de inhibir la escision de porcentajes de
cocteles. En este caso, se ensayaron los "vehiculos" que inhibieron la escision del coctel al 1,4 % SUPERIOR (se
suministraron en el sitio activo). Basandose en los resultados de la etapa Il, el coctel al 1,4 % superior estaba
compuesto por Z-Phe-Arg-AFC, el sustrato mas altamente escindido.

Se llevaron a cabo varios ensayos para establecer el nivel de rigurosidad para los sustratos de % SUPERIOR. Se
determiné en el transcurso de varios experimentos que se pudo obtener una diferenciacion en los resultados de la
inhibicién al complementar el coctel con 1 sustrato. En otras palabras, el aumento del céctel porcentual se realizé a
través de un aumento de incremento en 1 sustrato. Este aumento de un incremento proporcioné la demostracién del
fendmeno de "dilucion” de la inhibicién.

B. Anélisis de la agrupacion inicial

El experimento comenzé con un ensayo competitivo entre los sustratos de Vmax baja no escindidos y el sustrato de
Vmax mas alta, Z-Phe-Arg-AFC. Las concentraciones se modificaron entre el sustrato de baja Vmax y Z-Phe-Arg-
AFC, como se ha descrito anteriormente en "refinamiento del ensayo" hasta que se obtuvo un perfil de inhibicion
relativa. Se descubrié que la concentracion éptima para obtener un patron de inhibicidn relativa era la siguiente: el
sustrato de alta Vmax debia estar a una concentracion de 1 X 10°® M en el tampon de ensayo final (volumen final =
500 ul), y el sustrato de baja kcat necesitaba estar a una concentracion de 8X10°Men el tampon de ensayo final.

Por lo tanto, para establecer el control de ensayo, se afiadié Z-Phe-Arg-AFC prlmero al tampodn de ensayo (Citrato
0,2 M, pH 4,9 suplementado con L-cisteina 10 mM) a una concentracion de 1 X 10"® M. A continuacion, cada uno de
los sustratos de Vmax baja no escindidos se afiadieron individualmente a un tubo de reaccion respectivo a una
concentracion final de 8X10® M. La mezcla se dejo equilibrar durante un periodo de 30 minutos. Finalmente, se
afadié enzima purificada activa a los tubos a una concentracién que era siempre 50 veces menor que la
concentracion de los sustratos de alta y baja Vmax, respectivamente, con el fin de asegurar las condiciones de
saturacion. Esta concentracion variaba de purificacion a purificacion y la cantidad afiadida dependia del rendimiento
y la actividad especifica de la proteasa purificada.

Se establecieron controles positivos de una manera similar a la descrita para controles de ensayo, excepto que se
afiadié disolvente en sustitucion del sustrato de baja Vmax (en un volumen igual a la adiciéon de volumen de baja
Vmax). Todos los sustratos podrian disolverse en dimetilsulféxido (DMSO), y por lo tanto, este fue el disolvente de
eleccion. Los controles negativos se establecieron afiadiendo el sustrato de baja Vmax y de alta Vmax en un tubo
sin la proteasa. Toda la liberaciéon inducida no proteolitica potencial de AFC se controld por lo tanto en este tubo
(una caracteristica que también control6 la estabilidad de los sustratos de AFC, ya que estos sustratos liberaran
libremente AFC cuando son inestables). Se establecié un conjunto de tubos para este control negativo.

Todos los controles se establecieron por triplicado, y los experimentos se repitieron un minimo de cinco veces. Los
ensayos se incubaron a 37 °C, durante 18 horas durante la noche.

El porcentaje de inhibicion se calculé como:

% de inhibicion =
(AFC positivo para "Y" — AFC negativo para "Y") — (ensayo de AFC - AFC negativo para "Y")

AFC positivo para "Y" — AFC negativo para "Y" x 100

Los sustratos de baja Vmax que eran inhibidores ahora se denominaran "vehiculos" ya que, de hecho, se
suministraron en el sitio activo de la proteasa diana. Las concentraciones anteriores para el coctel de sustrato de alta
Vmax y el vehiculo, que produjo el perfil de inhibidor mas diferenciado, se "fijaron" ahora para uso futuro.

C-E: Cribados de dosis adicionales de vehiculos

En esta etapa, se hizo que las condiciones fueran mas rigurosas para permitir una mejor diferenciaciéon entre el
potencial inhibidor de los vehiculos candidatos altamente prometedores. Para hacerlo, los vehiculos podrian
competir con una mezcla creciente de los sustratos mas altamente escindidos, con cada aumento representando la
adicién de un sustrato adicional.

Se realiz6 un coéctel al 2,9 % de los sustratos de alta Vmax. Esta se compuso de Z-FR-AFC y el segundo sustrato
mas escindido, Z-FAR-AFC. Los vehiculos promovidos a partir de los cribados iniciales anteriores fueron
nuevamente ensayados para la capacidad de inhibicion competitiva con los nuevos cécteles. Sus concentraciones
se establecieron de forma idéntica a las que se "fijaron" en los protocolos anteriores. En otras palabras, se afiadié
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8X10™® M del vehiculo al tubo de cultivo con 1X10° M de Z -FR-AFC y 1X10® M de Z-FAR-AFC. La proteasa activa
se afiadié por ultima vez a una concentracion que era 50 veces menor que la concentraciéon del sustrato con alta
Vmax (para garantizar las condiciones saturantes).

De forma similar experimental, un céctel al 4,4 %, 5,9 % y 7,4 % fueron ensayados con cada uno de los vehiculos
prometedores. Cada aumento en el porcentaje representaba un aumento por un sustrato de alto Vmax adicional.
Cada uno de los componentes individuales en el céctel se afadieron a 1 X 10® M cada uno, a 8 X 10% M del
vehiculo. La composicion de los cocteles fue la siguiente: coctel al 4,4 %: Z-FR-AFC, Z-FAR-AFC y Z-AAK-AFC
(tercer sustrato mas altamente escindido); coctel al 5,9 %: Z-FR-AFC, Z-FAR-AFC, Z-AAK-AFC y AP-AFC (cuarto
sustrato mas altamente escindido); coctel al 7,4 %: Z-FR-FC, Z-FAR-AFC, Z-AAK-AFC, AP-AFC y Z-VLR-AFC. Se
par6 en esta cantidad de sustratos en el cdoctel, ya que se obtuvo la confianza de que el potencial inhibidor de los
vehiculos podria "diluirse".

F, G: Determinacion de Ki y clasificacion final

Finalmente, se determind un conjunto manejable de vehiculos candidatos. La determinacion de Ki se realiz6 luego
en cada uno de los candidatos viables (datos no mostrados). Esta determinacion se realiz6 a través de un grafico de
Dixon y se reforzé6 mediante métodos convencionales de modelizacion cinética, que son bien conocidos por un
experto en la materia. En estos estudios, el vehiculo fue tratado como un "inhibidor". La concentracién del vehiculo
se modificé experimentalmente de 0,5 a 5 veces la Ki con el fin de obtener un buen valor de Ki. Se usaron todos los
diferentes sustratos en el céctel de alta Vmax para determinar Ki, por lo que las concentraciones de sustrato afadido
se mantuvieron a un nivel de saturacion (de 50 a 100 veces Km). Un aspecto conveniente de este calculo fue que
los valores de Ki determinados para estos vehiculos también eran equivalentes al valor de Km del vehiculo cuando
se usa como sustrato.

La etapa concluyé con una clasificacion final de los vehiculos inhibidores candidatos. Cuanto menor sea el valor de
Ki, mayor sera la clasificacion que se atribuyd al vehiculo. La determinacion de Ki fue la Unica base de la
clasificacion final.

Resultados y descripcion

A través del disefio experimental en esta etapa, se pudieron sacar dos conclusiones principales. Primero, se
determind cual de los sustratos de baja Vmax causoé la inhibicion de la cisteina proteasa purificada. Estos sustratos
de baja Vmax se denominaron "vehiculos". En segundo lugar, el experimento fue capaz de diferenciar el potencial de
inhibicidn entre los vehiculos, y esto culmind en una clasificacion final basada en los valores de Ki.

La hipétesis de que aumentar el nimero de sustratos en el grupo de competidores aumentaria la rigurosidad de la
competencia entre los vehiculos y los sustratos de alta Vmax, y por lo tanto "diluiria" el potencial inhibidor de
vehiculos menos inhibidores, fue exitosa. Para ilustrar, Z-FR-AFC se empleé como el sustrato de alta Vmax en el
coctel al 1,4 % SUPERIOR, y se ensayé6 como un competidor contra todos los sustratos de baja Vmax no
escindidos. La competencia produjo el siguiente perfil inhibidor relativo de muestra de los siguientes vehiculos que
poseen la mayor capacidad de inhibicién hasta la capacidad de inhibicion mas baja como se muestra en la figura 5a,
respectivamente: Z-LLL-AFC, Z-LLY-AFC, Mu-LY-AFC, Boc-VPR -AFC, Z-RR-AFC, Z-SY-AFC, B-LGR-AFC, Z-FLF-
AFC, m-PK-AFC, LW-AFC, etc. Estos sustratos ahora se consideraban "vehiculos" debido a la observacién de que
estaban siendo "suministrados" en el sitio activo. Se valoré el éxito de un vehiculo a través de tres parametros:
potencia de la inhibicion, mantenimiento de la inhibicion y robustez de la inhibicion.

Los dos primeros de estos parametros se emplearian para proporcionar un cociente de inhibicion de vehiculo (V).

El primer parametro de la potencia del vehiculo se definié como el porcentaje de inhibicién en presencia del coctel
de % SUPERIOR. En otras palabras, cuanto mayor es el porcentaje de inhibicion en presencia del coctel al 1,4 %,
mas potente se considerd que es la inhibicién. Para analizar estos vehiculos, se descubrieron tres niveles de
inhibicién. Como se menciond, se definieron por su inhibicién en presencia del céctel al 1,4 %. Estos niveles se
deben dividir como una "curva de campana" que se puede subdividir en niveles. El primer nivel estaba compuesto
por aquellos vehiculos que producian inhibicion mayor al 50 % cuando estaban en presencia del céctel al 1,4 %. El
segundo nivel estaba compuesto por aquellos vehiculos que producian inhibicién entre el 20-50 % de inhibicion
cuando estaban en presencia del coctel al 1,4 %. El tercer nivel estaba compuesto por aquellos vehiculos que
producian una inhibicién menor al 20 % cuando estaban en presencia del céctel al 1,4 %. Normalmente, solamente
los vehiculos en el nivel superior se promocionaran a la siguiente etapa para el analisis aumentando el % de coctel,
como se describio anteriormente. Sin embargo, con el fin de estudiar los efectos de la inhibicion, todos los vehiculos
se promocionaron al coctel de la siguiente etapa.

Para estudiar el "mantenimiento” de la inhibicién, los vehiculos se sometieron a la competencia por un aumento en la
composicion del coctel. EI "mantenimiento de la inhibicién" se determiné por el potencial de inhibicién de los
vehiculos en presencia del coctel al % final (7,4 %). Por lo tanto, las siguientes adiciones al céctel aumentaron al 2,9
%, 4,4 %,5,9 %y 7,4 % (2,9 %: Z-FR-AFC + Z-FAR-AFC; 4,4 %: Z-FR-AFC + Z-FAR- AFC + Z-AAK-AFC; 5,9 %: Z-
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FR-AFC + Z-FAR-AFC + Z-AAK-AFC + AP-AFC; 7,4 %: Z-FR-AFC + Z-FAR-AFC + Z-AAK- AFC + AP-AFC + Z-VLR-
AFC). Por lo tanto, el propésito de este ensayo era determinar qué vehiculos mantenian una inhibicién respetable y
cuales perdian la capacidad inhibidora al "diluirse". Con el fin de mantener una inhibicién respetable, se definié el 50
% como el parametro de corte para la inhibicion de nivel superior. Por lo tanto, aquellos vehiculos que fueron
marcados por inhibicién del 50 % o mas en la presencia del coctel de 7,9 % se consideraron que tenian inhibicion
"mantenida". Como se ve en la figura 4a, el potencial de inhibicion de Z-LLL-AFC, Z-LLY-AFC y mu-LY-AFC se
mantuvo con el coctel final (7,4 %) produciendo una inhibicién del 50 % o superior. Por el contrario, el potencial
inhibidor del segundo nivel de vehiculos inhibidores, Boc-VPR-AFC, Z-SY-AFC, Z-RR-AFC, Z-FLF-AFC y Z-LGR-
AFC se diluy6 con el coctel final (7,4 %) produciendo inhibicién que era menor que el 20 %. El tercer nivel de
vehiculos incluia todos los vehiculos restantes: producian una inhibicion muy minima y, por lo tanto, no se
mantenian.

A partir de estos datos, se llegd a la conclusion de que los vehiculos fuertemente unidos probablemente
"mantendrian” su potencial de inhibiciéon. Esto se esperaria para un vehiculo que esta realmente unido de una
manera fuerte. Aunque no se observo este caso, se eliminaria un vehiculo que producia una inhibiciéon potente pero
que no lo "mantenia” con el coctel al % final. Por ejemplo, si Z-LLL-AFC producia una inhibicién potente del 90 %
con el coctel al 1,4 %, pero producia un 20 % de inhibicién con el céctel final al 7,4 %, se eliminaria porque no podia
mantener la inhibicién. Por el contrario, si Mu-LY-AFC producia una potencia de inhibicion del 80 % pero la mantenia
al 60 % para el coctel al 7,4 %, estaria clasificado por encima de Z-LLL-AFC. Por lo tanto, el mantenimiento de la
inhibicién se considerd un parametro critico. Sin embargo, el parametro para la eliminacion se basaria en el cociente
de inhibicién del vehiculo, que se describe a continuacion.

Adicionalmente, se observé "robustez" de la inhibicion. Se definié la robustez de la inhibicion como aquellos
vehiculos que perdieron solamente un pequefio porcentaje de inhibicion entre el coctel al 1,4 % y al 7,9 %. Fue
notable que la caida porcentual de la inhibiciéon para los vehiculos de primer nivel fue normalmente menor que la
caida porcentual de la inhibicion en los vehiculos de segundo y tercer nivel. Por ejemplo, Z-LLL-AFC fue un vehiculo
significativamente mas robusto que B-VPR-AFC. Como se muestra en la figura 5, la caida porcentual de la inhibiciéon
entre el coctel al 1,4 % y al 7,9 % para Z-LLL-AFC fue solo del 25 %, mientras que la misma caida en B-VPR-AFC
fue del 38 %. Sin embargo, la "robustez" se observo en este contexto como una medida mas cualitativa del ensayo,
pero no proporciona el mejor modo de determinacién del potencial inhibidor del vehiculo.

Como alternativa, los parametros de potencia y mantenimiento proporcionaron un cociente de inhibicion directo del
vehiculo, donde V = P * M. P fue igual al porcentaje de inhibicion en presencia del coctel superior, y M fue igual al
porcentaje de inhibicién en presencia del ultimo coctel empleado. Cuanto mayor es el valor de V, mayor es la
inhibicion. Basandose en estos resultados, se calcularon los siguientes valores de V (tabla 1).

Vehiculo Nivel Valor V
Z-LLL-AFC 1 0,585
Z-LLY-AFC 0,550
Mu-LY-AFC 0,450
B-VPR-AC 2 0,120
Z-FLF-AFC 0,100
Z-RR-AFC 0,090
SY-AFC 0,090
B-LGR-AFC 3 0,07

Tabla 1. Vehiculos y clasificaciones de valor V.

Se demostré que la rigurosidad de la competencia entre el coctel y el vehiculo aumentd cuando se aumenté el
porcentaje del coctel. En otras palabras, una "dosificacion" incrementada del coctel permitidé seleccionar aquellos
sustratos que tenian el mayor potencial inhibidor a la vez que se "diluia" el potencial inhibidor de los sustratos menos
impresionantes. Estos resultados fueron coherentes de experimento en experimento.

Finalmente, se determind Ki para todos los vehiculos inhibidores superiores promovidos, segun lo determinado por
sus valores de I. Los vehiculos se clasificaron segun el valor de Ki. Los vehiculos con la clasificacion mas alta segun
este esquema fueron Z-LLL-AFC, Z-LLY-AFC y Mu-LY-AFC. Se han identificado varias ventajas en este experimento
para determinar el potencial inhibidor de los vehiculos. En primer lugar, este método fue rapido y sirvi6 como un
mecanismo de "filtracion" eficaz para identificar una agrupacién clave de sustratos no cataliticos inhibidores que
tenian mayor actividad para el sitio activo de la cisteina proteasa que los sustratos mas altamente escindidos
identificados de la lista original de 67 sustratos. En segundo lugar, aumentar el porcentaje de coctel permitid
clasificar la capacidad de inhibicion del vehiculo sin incurrir realmente en la carga experimental de determinar el Ki.
Como alternativa, se calculé un cociente V directo a partir de los datos en el diagrama de barras. Los valores de Ki
se determinaron para aquellos vehiculos con el valor de V mas alto en el nivel superior. Ki no se calculé realmente
hasta el final del procedimiento.

Hubo dos conclusiones principales a extraer de estos experimentos: una teodrica y la otra practica. En primer lugar,
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se cree que Z-LLL-AFC, Z-LLY-AFC y Mu-LY-AFC se marcaron por una union fuerte a la hendidura del sitio activo
de la proteasa, de modo que redujo ESg. En virtud de la reduccion de ESg, se cree que este sustrato unido
proporcionaria interacciones de uniéon que pueden conducir a la disminucién de TSg, basandose en la hipotesis de
que las interacciones de unién en ESg se conservan en TSg (Menger, 1992). Esto fue ventajoso en aras de
identificar una combinaciéon de aminoacidos con propiedades unidas. Ademas, dado que el nlcleo peptidico era no
catalitico, TS no se redujo lo suficiente como para causar renovacion (ya que TSg no disminuyd), dado que el nucleo
peptidico era no catalitico. Por lo tanto, no solo se esperaria que este nucleo peptidico ayudara a la molécula
inhibidora final en virtud de sus fuertes propiedades de unién, sino que también se predijo que no contrarrestaria la
molécula inhibidora final ya que tedéricamente no reduciria TSg. El experimento demostr6 que se identificé un
vehiculo unido no cataliticamente para la cisteina proteasa, de manera que la unién podia determinarse de manera
eficaz, sin identificaciéon de componentes individuales que se activaban para la catalisis.

La segunda conclusion principal de este experimento fue que se pudo formular una "hipétesis" de vehiculo superior
que podria usarse en la siguiente etapa de ensayo de inhibidores. Esta hipétesis formaria un modelo para una serie
combinatoria posterior de adiciones de reactante inactivador (etapa VII). Normalmente, un conjunto completo de
8.420 vehiculos estaria disponible y el o los inhibidores superiores con los valores de Ki mas bajos se
promocionarian posteriormente a la siguiente etapa. Sin embargo, dado que no se tenia el subconjunto completo de
inhibidores, no se tenia la completa seguridad de que los inhibidores superiores de esta deteccion, Z-LLL-AFC, Z-
LLY-AFC y Mu-LY-AFC serian los principales vehiculos entre las 8.420 posibles combinaciones de aminoacidos
para tripéptidos, dipéptidos y monopéptidos, de haber estado disponibles.

Debido a esto, se desea usar esta informacioén para hacer predicciones utiles sobre otras posibilidades para otros
sitios preferidos de aminoacidos de sustrato en el motivo de Z-LLL-AFC para la inhibicién. En otras palabras, se
desea explorar otras hipétesis sobre aminoacidos en P1 a P3, y desarrollar una nueva hipétesis central de vehiculo.
Normalmente, esta informacion se puede emplear para disefiar nuevos vehiculos a ensayar, y asi sucesivamente.
Nuevamente, esta situacion es para el caso cuando el subconjunto completo de 8.420 aminoacidos no esta
disponible. El siguiente extracto demuestra como se puede realizar una prediccién de disefio con este ejemplo.

Para comenzar la prediccion, primero se decidié volver a examinar la hipétesis central de "vehiculo" de la etapa .
Se vuelve ahora y se critica el éxito de esa hipétesis central:

P1:R)Y
P2:L,F.Q
P3:V

Varias de las conclusiones de esa hipotesis fueron correctas. La siguiente descripcion demuestra el concepto de que
potencialmente mucha informacion sobre la inhibicion del vehiculo se puede recoger en la etapa Il, que por lo tanto
es util para la prediccion. Por ejemplo, L y V en P3 demostraron un potencial inhibidor (por ejemplo, Boc-VPR-AFC,
Z-LLL-AFC y Z-LLY-AFC) como se predijo. Ademas, L en P2 fue ciertamente beneficioso como lo demuestra la
inhibicién del vehiculo a través de Z-LLY-AFC, Z-LLL-AFC y Mu-LY-AFC. Finalmente, ambos R en P1 demostraron
potencial inhibidor (por ejemplo, Z-VPR-AFC, Z-RR-AFC) como lo hizo Y en P1 (por ejemplo, Mu-LY-AFC, Z-EY-
AFC). Sin embargo, debido a que varios de los sustratos mas escindidos usados en el céctel también poseian un R
en P1 (por ejemplo, Z-FR-AFC, Z-VLR-AFC), se postula que R en P1 puede ser activador, y puede potencialmente
contribuir a la disminucién de TSg. Como resultado, se concluyé que R en P1 era una situacion desfavorable bajo la
hipétesis de la etapa Il. A pesar de esta ultima conclusién, estos resultados demostraron que la hipétesis del
vehiculo central de la etapa |l era capaz de proporcionar predicciones exitosas para la inhibicién, para ser
ensayadas en la etapa lll.

Basandose en los resultados del inhibidor de esta etapa usando el ensayo competitivo, se derivd una nueva
hipotesis de vehiculo. Los mejores vehiculos tienen prioridad. Esos vehiculos eran: Z-LLL-AFC, Z-LLY-AFC y Mu-
LY-AFC. Por lo tanto, el vehiculo candidato superior fue Z-LLL-AFC y el segundo vehiculo superior fue Z-LLY-AFC.
Es importante observar que, aunque la inhibicién por estos tres vehiculos fue siempre mas alta que en el resto del
panel de vehiculos, permanecié muy cerca de un experimento a otro. A continuacidon se muestra un experimento de
muestra para fines de diagndstico. Sin embargo, basandose en estos resultados, la nueva hipétesis del vehiculo fue:

Hipotesis primaria: Len P3,Len P2y L oY en P1
Hipotesis secundaria: FoVen P3o F en P1

Esta hipotesis fue reforzada por la siguiente observacion. Siempre que L o F estaban en P3 para cualquiera de los
inhibidores, se observo una notable inhibicion (mayor del 20 %) para todos los coécteles al 1,4 %. (Por ejemplo, Z-
FLF-AFC, Z-LLL-AFC, Z-LLY-AFC, Z-LRR-AFC, Z-LGR-AFC). Ademas, L en P2 se vio reforzado por la observacion
de que se predijo en la hipétesis del vehiculo central de la etapa Il, asi como por ser parte del vehiculo inhibidor
superior. L en P2 produjo una notable inhibicion (mayor del 20 %) con el coctel al 1,4 %, en sustratos con L en P2
que incluyen (Z-FLF-AFC, Z-LLL-AFC, Z-LLY-AFC). L en P1 no se reforzo, pero es parte de la hipétesis debido a su
capacidad de inhibicidn en esta etapa a través de Z-LLL-AFC. Y en P1 fue reforzado por esta etapa (por ejemplo, Z-
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EY-AFC y Mu-LY-AFC) asi como por su prediccion en la etapa | como un candidato potencial. Ademas, como
hipotesis secundaria se postuld que V en P3 (por ejemplo, basandose en la inhibiciéon por B-VPR-AFC) y F en P3
(por ejemplo, basandose en la inhibicion por Z-FLF-AFC) pueden ser beneficiosos.

En cuanto a los vehiculos con capacidades de inhibicion bajas, es notable que haya menos predictibilidad en el
efecto de "dilucion”. En otras palabras, a medida que se reducia la capacidad de inhibicién, era mas dificil obtener un
efecto de dilucion congruente. Es posible que a medida que la afinidad de union del inhibidor por estos nucleos
peptidicos no cataliticos disminuye, la cinética sea menos predecible.

En conclusion, el ejemplo anterior ilustra como se puede derivar un algoritmo de prediccién cuando los recursos son
limitados. Los vehiculos nuevos se pueden ensayar después de la primera proyeccion de vehiculos. El resultado
final es una hipétesis de vehiculo cuando el subconjunto completo de 8.420 aminoacidos no esta disponible.

Se sacaron cinco conclusiones de este experimento.

1. La inhibicién por parte de los vehiculos superiores tendia a ser potente, mantenida y robusta.

2. La inhibicién por vehiculos menores no fue potente, mantenida y robusta.

3. La inhibicion por este ensayo competitivo podria usarse para predecir vehiculos que tendrian un valor bajo de Ki.
4. La inhibicion por vehiculos menores fue menos predecible y congruente, mientras que la inhibicién por vehiculos
superiores fue mas predecible y mas congruente.

5. Un algoritmo de prediccion podria emplearse para determinar nuevos vehiculos que serian "alimentados" de
nuevo a esta etapa. Este algoritmo de prediccion se basaria en la hipétesis central del vehiculo derivada de la etapa
I, asi como en las conclusiones sobre la unién y la inhibicién derivadas de esta etapa.

No se compraron vehiculos adicionales basandose el algoritmo de prediccién. En cambio, basandose en la primera
seleccion, inmediatamente se promovieron las hipotesis primaria y secundaria resumidas anteriormente a la
siguiente etapa. La hipotesis primaria se basé en la inhibicién por Z-LLL-AFC, Z-LLY-AFC y Mu-LY-AFC. El bajo
valor de Ki de estos vehiculos (datos no mostrados) también reforzé su eficacia inhibidora.

Mezcla en bruto.

Uno de los descubrimientos mas intrigantes en este sentido fue que un patrén de inhibicion muy similar para el
ensayo competitivo se produjo cuando se empled la mezcla en bruto como fuente de la proteasa diana. Aunque
hubo algunas variaciones en los efectos de la dilucion del inhibidor, los vehiculos mejor clasificados siguieron siendo
inhibidores de forma congruente en comparacion con el perfil con la proteasa diana. El perfil relativo y la
composicion del nivel superior de vehiculos fueron idénticos. Z-LLL-AFC, Z-LLY-AFC, Mu-LY-AFC, Boc-VPR-AFC,
Z-SY-AFC, Z-RR-AFC, Z-FLF-AFC y Z-LGR-AFC surgieron de forma congruente como los ocho mejores vehiculos
(figura 5b), respectivamente, en funcion de sus valores V (tabla 2). A partir de estos resultados, se determino
nuevamente que Z-LLL-AFC, Z-LLY-AFC y Mu-LY-AFC proporcionaban la inhibicion mas potente, mantenida y
robusta. Fue notable que los tres vehiculos tenian valores de V muy similares. Curiosamente, en el experimento de
muestra que se muestra en la figura 5b, Mu-LY-AFC produjo el mayor valor de V. Como se menciond, este vehiculo
junto con Z-LLL-AFC y Z-LLY-AFC, fueron de forma congruente los vehiculos mas inhibidores. Los valores de V de
las series de vehiculos mas inhibidores se muestran a continuacién en la tabla 2. De nuevo, una diferencia clara
entre los vehiculos de primer y segundo nivel es discernible para el valor de V.

Vehiculo Nivel Valor V
Z-LLL-AFC 1 0,611
Z-LLY-AFC 0,55
Mu-LY-AFC 0,45
B-VPR-AFC 2 0,12
Z-FLF-AFC 0,10
SY-AFC 0,09
Z-RR-AFC 0,09
B-LGR-AFC 3 0,02

Tabla 2. Vehiculos y clasificaciones de valor V.

Como se menciond, se puede esperar menos predictibilidad en vehiculos con una menor capacidad de unién. De
manera similar, se observé una pequefa variacion en el perfil de inhibiciéon para el tercer nivel de vehiculos. De
nuevo, esto no es sorprendente dado que no se esperaria una union ideal por estos compuestos, y por lo tanto, las
interacciones de unién quizas no sean tan predecibles.

Los resultados de los inventores demostraron que se obtuvo un perfil muy similar para los vehiculos superiores tanto
de la proteasa purificada como de la mezcla de parasitos en bruto de la que se purificd. Estos resultados
demostraron que el comportamiento proteolitico de la cisteina proteasa purificada y la mezcla en bruto, en un
tampodn de ensayo de pH 4,9 complementado con L-cisteina exdégena 10 mM, demostré un comportamiento de sitio
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activo similar. Basandose en estos resultados, se confia en que tanto la mezcla en bruto como la proteasa purificada
estaban empleando mecanismos similares de catdlisis en estas condiciones ambientales de escisién. Ademas, se
tenia mas confianza en la hipétesis: Lo Y en P1, L en P2 y L en P3 confieren interacciones de union fuertes con el
sitio activo de una manera que era potente, mantenida y robusta. Es importante sefalar que si se hubiera notado
una marcada diferencia entre los perfiles de inhibicion de los vehiculos superiores de la proteasa purificada y la
mezcla en bruto, entonces la misma actividad proteolitica podria no estar operando en la condicién ambiental dada.

EJEMPLO 4. Ensayos de inhibicién natural ("etapa IV")

En este contexto, los vehiculos candidatos principales se ensayaron para determinar su capacidad para inhibir la
escision de IgG humana en comparacion con los inhibidores de diferentes clases mecanicistas, que se mostraron en
la divulgacion de la patente WO 00/63350 como un sustrato natural para la proteasa. La base para la identificacion
de este sustrato natural fue la postulacion de que la cisteina proteinasa purificada puede degradar IgG en vacuolas
lisosdmicas, donde el pH y el entorno reductor son similares a los usados en los ensayos de degradacion de IgG de
los inventores. Threadgold y colegas han identificado vacuolas acidas en la pared del quiste de T. crassiceps
(Threadgold y col., 1983). En un estudio previo, se usé microscopia electrénica para localizar productos de escision
de electrones densos de Z-Phe-Arg-metoxinaftilamida en vacuolas lisosémicas de T. crassiceps de los somas
tegumentarios y prolongaciones internunciales, que también se han relacionado con endocitosis adsorbente (Khalil y
col., 1998). Dado que la hidrolisis de Z-Phe-Arg se revirtié por E-64, identificaron la enzima responsable como una
cisteina proteinasa. Junto con la observacién de que se ha descubierto IgG del huésped alterada en el liquido del
quiste de los quistes Taenia (Hayunga y col., 1989), se cree que la IgG humana puede ser un sustrato natural para
la cisteina proteinasa en vacuolas de la pared de quistes acidos. Presumimos que esta interaccion puede ser
altamente especifica y cataliticamente eficiente si la cinética de la hidrodlisis de I1gG fuera, de hecho, similar a la de la
escision de Z-Phe-Arg.

Para llevar a cabo esta valoracion, se realizé una transferencia Western. La digestion de I1gG se detecté incubando
20 pl de enzima purificada de T. solium o extracto de T. solium con 1 pg de IgG humana (Sigma, St. Louis) en un
volumen final de 100 pl de tampdn de ensayo. La activacion exdgena con tiol se valoré incubando el ensayo en
presencia o ausencia de cisteina. La clase catalitica de la proteasa de IgG se determlno preincubando los siguientes
inhibidores de proteinasas a sus concentrauones activas, con la enzima: E 64 (10 M, cisteina proteinasas), fluoruro
de fenllmetllsulfonllo (PMSF) (10 M, serina proteinasas), pepstatina A (10 M, proteinasas asparticas) y 1,10
fenantrolina (10 M, metaloproteinasas), y el vehiculo, Mu-Leu-Tyr-AFC (10 M). Después de la adicién de IgG, el
ensayo se incubd durante la noche (37 °C, 18 horas). Posteriormente, se hirvieron 100 pl de la mezcla en tampdén de
muestra de electroforesis en gel de poliacrilamida dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) con 2-mercaptoetanol al 2 %,
se separaron por SDS-PAGE al 12,5 %, y se transfirieron a una membrana de difluoruro de polivinilideno. Se usé
solucién salina tamponada con Tris que contenia el 0,1 % de albumina de suero bovino y el 0,05 % de Tween 20
(TBS-BSA) para bloquear la unién no especifica. La transferencia se lavo tres veces con TBS que contenia Tween al
0,05 % (TBS-Tween) y se incubd con anticuerpo biotinilado antihumano de cadena pesada y ligera diluido a 1:1000
en TBS-BSA (Boehringer-Mannheim, Indianapolis, IN) seguido de incubacién con un complejo de estreptavidina-
avidina conjugado con peroxidasa. La transferencia se sometio luego a quimioluminiscencia (kit ECL, Amersham
International, Suecia) y autorradiografia.

Resultados y descripcion

Después de que la IgG humana se incubd con la cisteina proteinasa purificada, se observo la degradacion tanto de
las cadenas pesadas como ligeras. Se observé inhibicion con el inhibidor general de cisteina proteasa, E64.
Normalmente, la degradacion de IgG también se ensayaria mediante inhibicion a través del vehiculo superior, Z-LLL-
AFC. Para este ejemplo, se probo el tercer vehiculo mas inhibidor, Mu-Leu-Tyr-AFC con una derivacion Suc
(succinilo) en oposicion a Leu. La degradacion de la cadena pesada se muestra en la figura 6. Se observaron
resultados idénticos dentro de la mezcla en bruto (datos no mostrados), aunque la concentracién de Suc-Leu-Tyr-
AFC requerida para la inhibicién de la escision de IgG fue mayor en la mezcla en bruto. Esto puede esperarse, ya
que la inhibicién puede no ser tan precisa con la presencia de otras proteasas en la mezcla.

EJEMPLO 5: Sintesis y recogida de combinaciones de vehiculo/inhibidor inactivador que forman un vehiculo
inactivador de proteasa en estado de transicion o en estado basal potencialmente "potente" ("etapa VII").

Hasta este punto, la hipotesis del vehiculo superior (es decir, residuo de péptido preferido) de la etapa Il se
identifico como L o Y. Se promovi6 una "hipétesis" en lugar de un vehiculo superior a esta etapa, ya que no se tenia
acceso al subconjunto completo de 8.420 aminoacidos. Basandose en la hipdtesis de los inventores, se creia que
este nucleo de vehiculo representaba interacciones de unién elevadas que se conservaron tanto en ESg como en
TSg, sin una reduccion concomitante e inhibidora "no favorable" de TSg. Por lo tanto, el objetivo en esta fase era
desviar la atencion de la union del nucleo peptidico (ya caracteristica del vehiculo) a una busqueda de reactante
inactivador que ahora aumentaria la energia reactiva en TSg y no en el estado basal. Por lo tanto, la proporcion de
unién del vehiculo se mantendria constante, presumiblemente tanto en la estructura en estado basal como en
estado de transicion, mientras que el reactante inactivador fue modificado. Esencialmente, las pocas siguientes
etapas cribaron un reactante inactivador que inhibio la proteasa diana en el estado de transicion.
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A. Enlace covalente de reactante inactivador al vehiculo

Reactantes inactivadores se enlazaron organicamente al extremo C del residuo P1 de la hipdtesis del vehiculo
superior con el fin de construir un inactivador de proteasa. La hipétesis favorecié tanto Z-LLL como Z-LLY. Los
reactantes inactivadores elegidos para este fin fueron la fluorometilcetona (FMK), la vinilsulfona (VS) y el epoxido. El
enlace de fluorometilcetona a Z-LLL se realizd en Enzyme Systems Products (Livermore, CA) y las Z-LLL-
vinilsulfonas y Z-LLL-epdxidos fueron generosamente suministrados por el Dr. James Powers (GA Tech). Para la
segunda hipotesis del vehiculo superior, los enlaces de Z-LLY, fluorometilcetona y diazometilcetona fueron
sintetizados por Enzyme Systems Products. El enlace del reactante inactivador con el vehiculo sigue los
procedimientos comunmente implementados de enlace de aminoacidos que son bien conocidos en la técnica de la
sintesis organica. Otras variaciones en el motivo Z-LLL asi como las hipétesis secundarias (F en P3y F en P1,V en
P3 no estaba disponible) fueron generosamente suministradas por el Dr. James Powers (GA Tech) y se incluyen en
la figura 7a.

Los productos sintetizados se proporcionaron con muy alta pureza. Las funcionalidades del reactante inactivador se
eligieron en funcion de su potencial para formar un aducto tetraédrico con el sitio activo de la cisteina proteasa. Por
ejemplo, en casos donde los aductos tetraédricos son importantes en la etapa limitante de la velocidad (por ejemplo,
cisteina y serina proteasas), se prefirieron reactantes inactivadores que tendrian el potencial mediante un ataque
nucledfilo o electréfilo (dependiendo de la molécula) para imitar la geometria tetraédrica de la etapa limitante de la
velocidad.

Por supuesto, no habia un limite teérico en cuanto al nimero de reactantes inactivadores que podrian estar
enlazados al vehiculo superior, y habria sido completamente dependiente de los recursos disponibles para el
investigador. Sin embargo, cuanto mayor sea el nimero de enlaces de reactantes inactivadores al vehiculo superior
para la formacién de varios inactivadores de proteasas, mayores fueron las posibilidades para el desarrollo exitoso
del inactivador de proteasa en estado de transicion (TSPI). Dado que los recursos eran limitados, se dio una
preferencia importante al desarrollo de una biblioteca mas grande de reactantes inactivadores para el vehiculo
superior en vez de una biblioteca de varios vehiculos con menos reactantes inactivadores.

B. Ensayos de inhibicién para determinacién de inactivadores de proteasa candidatos en estado de transicion

Una vez que los inactivadores de proteasa se sintetizaron en el laboratorio organico, se analizaron las
concentraciones mas bajas eficaces a las que indujeron el 100 % de inhibicién de la proteasa diana (CE1o0). El coctel
de porcentaje superior que se empled en la etapa de seleccion de vehiculo final de la etapa Ill se empled como
fuente de competencia para los inhibidores. En este caso, este fue el coctel al 7,9 % que estaba compuesto por Z-
FR-AFC, Z-FAR-AFC, Z-AP-AFC, Z-AAK-AFC y Z-VLR-AFC. El resultado final seria una clasificacion de los
inactivadores de proteasa en estado de transicion candidatos con una clasificacién alta que se correlaciona
directamente con un valor de CE1qo bajo. Las siguientes etapas describen el ensayo:

Etapa A: cribado inicial. Para configurar el control de ensayo, cada inactivador de proteasa se incubé primero con el
coctel al 5 % (que proporciond la diferenciacion final de los vehiculos en la etapa Ill). Para empezar, el inactivador de
proteasa se incubd a una concentracién de 3 x 10° M en 500 pl de tampdn de ensayo (citrato 0,2 M, pH 4,9,
suplementado con L-cisteina 10 mM). Esta concentracion se determiné mediante una serie de diluciones de inhibidor
a la mejor concentracion de inhibidor a la que se podia observar una diferenciacion en el potencial inhibidor. A
continuacion, se afiadié a la mezcla una concentracion igual a 4 X 10° M para cada uno de los componentes de
coctel individuales. Los componentes se dejaron equilibrar durante un periodo de 30 minutos. Finalmente, se afiadié
enzima purificada activa a los tubos a una concentracion que era siempre al menos 50 veces menor que la
concentracion de la concentracion mas baja en la mezcla (para proporcionar condiciones de saturacion). Esta
concentracion varié de purificacion a purificacion, y la cantidad que se afiadioé dependia del rendimiento y la actividad
especifica de la proteasa purificada.

Se establecieron controles similares de forma similar a los descritos para los controles de ensayo, excepto que se
afnadi6 disolvente en sustitucion del inactivador de proteasa (en un volumen igual a la adicion de volumen de baja
Kcat). Todos los inactivadores de proteasa se pudieron disolver en dimetilsulfoxido (DMSO), y por lo tanto, este fue
el disolvente de eleccion. Se establecieron controles negativos afiadiendo el inactivador de proteasa y los sustratos
de céctel en un tubo, sin la proteasa. Por lo tanto, toda la liberacién potencial no proteolitica inducida de AFC se
control6 en este tubo.

Todos los controles se establecieron por triplicado, y los experimentos se repitieron un minimo de cinco veces. Los
ensayos se incubaron a 37 °C, durante la noche. El porcentaje de inhibicion se calculé como:

% de inhibicion =
(AFC positivo para "Y" — AFC negativo para "SI") — (ensayo de AFC - AFC negativo para "SI")
AFC positivo para "SI" — AFC negativo para "SI"

x 100
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Etapa B: estudios de dilucién de inhibidores y formaciéon de una lista ordenada de inactivadores de proteasa
basandose en valores de CEjgp. Aunque fue posible que se haya establecido una clasificacion de inhibidores justo a
través del cribado inicial, se descubrié que un numero significativo de inactivadores de proteasa inhibia la proteasa
diana en un 100 % (figura 7a).

Debido a esto, se requirié un estudio de dilucién con el fin de determinar una clasificacién viable. Por lo tanto, la
concentracion de cada uno de los inactivadores de proteasa se redujo con una configuracion de respuesta a la dosis
hasta que se pudo determinar la concentracion mas eficaz para el 100 % de inhibiciéon (CE1gg). Los inhibidores
tuvieron que diluirse a niveles nanomolares con el fin de establecer un patrén de CE1qo diferenciable. El resultado
final del ensayo fue una lista de candidatos clasificados de inactivadores de proteasa. Una CE190 menor se atribuyd
a una clasificaciéon mas alta y viceversa.

Etapa C: determinacion de Ki del inhibidor y modo de inhibicién, y reclasificacion de la lista de CEq con Ki del
inhibidor. A continuacién se valoré la Ki de cada uno de los inactivadores de proteasas de clasificacién superior,
basandose en valores de CE1qp bajos, para los 5 inhibidores CE1q superiores.

Con el fin de determinar Ki, todos los sustratos de coctel de alta Vmax se emplearon para la determinacion de Ki (ya
que la Ki del inhibidor de la enzima es la misma, independientemente del sustrato). Para garantizar la mayor
precision, la Ki debia determinarse en un minimo de al menos tres de los sustratos de alta kcat. El ajuste no lineal y
el grafico de Dixon se emplearon para determinar la Ki de los inactivadores de proteasas de mejor clasificacion. Se
construy6 un grafico adicional usando Eadie Hofstee y/o Hanes para determinar el modo de inhibicion.

En este experimento, se identificaron varios inactivadores de proteasas que inhibian la cisteina proteasa diana. Se
determiné que los inhibidores superiores eran Z-LLL-FMK, Z-LLY-FMK, Z-LLL-epdxido y Z-LLL-VS. A continuacion,
se valoraron y determinaron los valores de Ki para los cinco inhibidores superiores (datos no mostrados).

Basandose en estos resultados, Z-LLL-FMK y Z-LLY-FMK tuvieron los valores de Ki mas bajos, respectivamente. El
valor notablemente bajo de Ki de estos inhibidores fue sugestivo de un modo de inhibicion que se produce en el
estado de transicion, ya que los valores de Ki en este intervalo serian tipicos de inhibidores del estado de transicion,
como se demuestra en la técnica. Ciertamente, la pregunta entonces seguia siendo si el modo de inhibicién era o no
como se habia postulado. Se creyé que el resto Z-LLL para el inhibidor superior proporcionaba interacciones de
union significativas, lo que reducia ESg y TSg pero no aumentaba TSg. Ademas, se planted la hipétesis de que el
resto de fluorometilcetona puede estar interactuando especificamente para elevar TSg. Para estudiar esta hipotesis,
se realizaron esfuerzos a continuacion para cribar el resto de fluorometicetona (junto con Z-LLL) por su capacidad
para inhibir la cisteina proteasa en el estado de transicion.

Resultados a partir de la mezcla en bruto

Cuando se usé una mezcla en bruto de extracto de parasito en lugar de la cisteina proteasa purificada, se observo
una serie de inhibicion muy similar. Esta notable similitud demostré que la actividad proteolitica determinada para la
mezcla en bruto, a pH 4,9, en realidad fue causada por la cisteina proteasa operativa. Ademas, se cree que también
es indicativa de que otras isoformas (con diferentes propiedades proteoliticas) no predominaron a pH 4,9.

EJEMPLO 6: Ensayo de escision diferencial para identificar TSPl o GSPI que son selectivos para la proteasa diana
("etapa VI" y "etapa IX")

Este ejemplo explora la selectividad de vehiculos y de inhibidores hacia proteasas humanas. Como ya se ha
descrito, la selectividad es una caracteristica importante y preferida de un farmaco inhibidor de proteasa, dado que la
selectividad le hace capaz de inhibir la proteasa diana del patogeno, sin afectar a las proteasas generales del
huésped humano o no humano. Para evaluar la selectividad, los controles apropiados y las configuraciones del
ensayo se configuraron de manera similar tanto en la etapa VI como en la etapa IX. Por esta razén, ambas etapas
se detallaran en este Unico ejemplo.

Con el fin de realizar el ensayo, el vehiculo (para la etapa VI) o el inhibidor (para la etapa IX) se incubaron con el
sustrato apropiado en el tampdn de ensayo correcto y se dejaron equilibrar. Posteriormente, se afiadié la proteasa, y
el ensayo se dej6é incubar durante un tiemg)o apropiado. Las concentraciones usadas en este caso fueron las
siguientes: el vehiculo se configuré a 4 X 10° M en el tampon de ensayo final; el inhibidor se configuré a 3 X 107° M
en el tampon de ensayo final. Preferentemente las dosis empleadas deben ser la cantidad minima de vehiculo o
inhibidor necesaria para inducir la inhibicién. Las dosis indicadas en este contexto fueron suficientes para la
inhibicion. Los sustratos se establecieron basandose en el sustrato preferido para la escision de la enzima particular.

Se establecieron controles positivos de forma similar a los descritos para controles de ensayo, excepto que se
afiadié un blanco de disolvente en sustitucion del inhibidor o vehiculo (en un volumen igual al volumen de adicion de
inhibidor o de vehiculo). Todos los inhibidores y vehiculos podrian disolverse en dimetilsulféxido (DMSO), y por lo
tanto, este fue el disolvente de eleccién. Los controles negativos se establecieron afiadiendo el inhibidor o vehiculo y
los sustratos preferidos en un tubo sin la proteasa. Por lo tanto, toda la liberacién potencial no proteolitica de AFC se
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control6 en este tubo.
Todos los controles se establecieron por triplicado, y los experimentos se repitieron un minimo de cinco veces.
El porcentaje de inhibicion se calculé como:

% de inhibicion =
(AFC positivo para "SI" — AFC negativo para "SI") — (ensayo de AFC - AFC negativo para "SI")

AFC positivo para "SI" — AFC negativo para "SI" x 100

En este ensayo preliminar, se emplearon las siguientes enzimas derivadas de ser humano (con la clase mecanicista
indicada entre paréntesis): catepsina B (cisteina), catepsina L (cisteina), catepsina H (cisteina), catepsina D
(aspartico), tripsina (serina), la cisteina proteasa de Taenia solium purificada y la mezcla en bruto de Taenia solium.
La catepsina B se prepard en un tampon de ensayo de L-cisteina 10 mM en tampon de citrato 0,4 M, pH 6,1, usando
Z-ARR-AFC como sustrato de escision. La catepsina L se prepard en un tampon de ensayo de L-cisteina 10 mM en
tampon de citrato 0,4 M, pH 5,5, usando Z-FR-AFC como sustrato de escision. La catepsina H se preparé en un
tampon de ensayo de L-cisteina 10 mM en tampdn PBS 0,15 M, pH 6,8, usando L-R-AFC como sustrato de escision.
La catepsina D se prepard en un tampon de ensayo de PBS 0,15 M, pH 7,1, usando Z-RGFFP-AFC como sustrato
de escision. La tripsina se preparé en un tampoén de ensayo de PBS 0,15 M, pH 8,0, complementado con CaCl, 100
mM y con Z-R-AFC como sustrato de escision. La enzima se incub6é de modo que fue al menos 50 veces menor que
la concentracion de sustrato con el fin de garantizar las condiciones de saturacion.

Los resultados de los inventores (tabla 3) demostraron que los vehiculos, Z-LLL-AFC, Z-LLY-AFC, Mu-LY-AFC y los
inhibidores, Z-LLL-FMK y Z-LLY-FMK, fueron selectivos para la inhibicion de la cisteina proteasa de Taenia solium.
La inhibicion de otras proteasas fue completamente despreciable. Notablemente, sin embargo, la inhibicion de la
catepsina L por Z-LLL-FMK fue evidente, aunque fue casi la mitad de la inhibicién de la cisteina proteasa de Taenia
solium. Esta inhibiciéon puede indicar una sutil similitud de los mecanismos compartidos entre la catepsina L y la
cisteina proteasa de Taenia solium, con respecto a la unién de un inhibidor, aunque ciertamente hubo una
preferencia de Z-LLL-FMK por la Ultima proteasa. Ademas, aunque Z-LLY-FMK (62 %) no inhibi6 la proteasa de
Taenia solium tan eficazmente como Z-LLL-FMK (98 %), no inhibi¢ la catepsina L en absoluto. Este descubrimiento
puede indicar que Y en P1 seria una sustitucién de aminoacidos preferible para un resultado selectivo. Como se
describid en lo anterior, correspondera al investigador determinar si se pueden emplear o no estos resultados para
una posterior seleccién del vehiculo. Basandose en el hecho de que hubo una inhibicidon de catepsina L pequeiia,
pero notable, por Z-LLL-FMK, y que esta inhibicion estaba ausente cuando se empled Z-LLY-FMK como sustrato, se
decidié explorar mas a fondo la eficacia de Z-LLY-FMK (ademas de Z-LLL-FMK) como un compuesto de partida
candidato. En la actualidad, se estan llevando a cabo valoraciones del estado de transicion tanto de Z-LLL-FMK
como de Z-LLY-FMK, mientras que los resultados preliminares sugieren que ambas tienen caracter del estado de
transicion.

Entre los vehiculos, se observé que Mu-LY-AFC causaba una inhibicion sutil de la proteasa de catepsina L, aunque
esta era solo una pequefia fraccion de la inhibicién de la cisteina proteasa de Taenia solium. Fue notable que Z-LLL-
AFC produjo una inhibicion ligeramente menor que Z-LLY-AFC y Mu-LY-AFC, cuando todos se usaron a la misma
concentracion. Este no fue un descubrimiento sorprendente. Como se ha descrito anteriormente, Z-LLL-AFC, Z-LLY-
AFC y Mu-LY-AFC tendieron a producir perfiles de inhibicion similares que permanecieron bastante cercanos y, a
veces, indistinguibles de un experimento a otro.

Basandose en estos resultados, se concluyé que era evidente una inhibicion diferencial de la cisteina proteasa de
Taenia solium por todos los vehiculos e inhibidores elegidos. Fue notable que (con la ligera excepcion de la
catepsina L), ningun inhibidor o vehiculo inhibié ninguna de las otras enzimas de cisteina proteasa ensayadas en
ningun grado sustancial.

Proteasa (clase mecanicista) | Z-LLL-FMK | Z-LLY-FMK | Z-LLL-AFC | Z-LLY-AFC | Mu-LY-AFC
T. solium (cisteina) 98 % 62 % 68 % 70 % 75 %
Catepsina B (cisteina) 0% 0% 0% 0% 0%
Catepsina H (cisteina) 0% 0% 0% 0% 0%
Catepsina L (cisteina) 50 % 0% 0% 0% 25 %
Catepsina D (aspartico) 0% 0% 0% 0% 0%
Tripsina (serina) 0% 0% 0% 0% 0%

Tabla 3. Perfil de selectividad de los inhibidores y vehiculos superiores frente a un panel de proteasas de diferentes

clases mecanicistas.

EJEMPLO 7: valoracion del inactivador de proteasa en la reduccién de la escisién de cisteina proteasa de T.

crassiceps en ratones BALB/c ("etapa VIII")
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El objetivo de los siguientes experimentos fue valorar la prueba de concepto para Z-LLL-FMK y Z-LLY-FMK mas alla
de sus datos de estado de transicion y en modelos animales. Para este propdsito, se empled el modelo animal para
neurocisticercosis humana (NCC). NCC se cita como la enfermedad parasitaria mas comun del sistema nervioso
central humano (Del Brutto y col., 1993), asi como la principal causa de ataques epilépticos en muchas partes del
Tercer Mundo (Tsang y col. 1994). La hipdtesis de los inventores es que la cisteina proteasa diana ayuda al parasito
causante, Taenia solium, a sobrevivir en el huésped. Afortunadamente, un parasito relacionado, Taenia crassiceps,
se puede propagar de manera efectiva en un modelo animal que emplea ratones BALB/c. Este fue el enfoque de los
estudios de prueba de concepto para Z-LLL-FMK y Z-LLY-FMK. Se desea emplear K-Pyr (Leu-Phe-cetoamida-
Piridilo) como control, ya que también representa un tercer inhibidor, aunque menos eficaz, para la cisteina proteasa
diana.

Se produjeron datos significativos en el pasado como se describe en la patente WO 00/63350, lo que indica que
hubo una proteasa similar en Taenia crassiceps y que su sitio activo es similar al sitio activo de la cisteina proteasa
de Taenia solium. Parte de estos datos incluyé el descubrimiento de que los inhibidores superiores descubiertos en
este contexto inhibian de manera similar la cisteina proteasa de Taenia crassiceps purificada, demostrando ademas
la similitud bioquimica de los sitios activos de las dos enzimas (datos no mostrados). Basandose en esta homologia,
la prediccién de los inventores fue que un inhibidor anti-cisteina proteasa de T. solium tendria un efecto inhibidor
contra la cisteina proteasa de T. crassiceps, y causaria un problema biolégico para el quiste si la cisteina proteasa
fuera realmente importante para el parasito. Segun el conocimiento de los inventores, esta cisteina proteasa confirié
la funcién de evasion inmune e inmunizaciéon al parasito (documento WO 00/63350, White y col., 1997). La
prediccion de los inventores fue que inhibirla provocaria el reconocimiento del quiste en el animal por la respuesta
inmunitaria, lo que inhibiria su proceso de gemacion y crecimiento. Esta fue una hipétesis comprobable. Ratones
BALB/c tratados con los inhibidores especificos Leucina-Leucina-Tirosina-Fluorometil-cetona y Leucina-Leucina-
Leucina-Fluorometil-cetona fueron protegidos al 85-97 % y 100 %, respectivamente, de la infeccion por cisticercosis
en un experimento representativo.

Estudios a corto plazo

Basandose en la premisa de que la cisteina proteasa de la pared del quiste puede cumplir una funcioén critica para el
ciclo de vida del quiste de Taenia, se ensayaron los inhibidores mas eficaces, LLL-FMK y LLY-FMK (se us6 K-Pyr
como control), para sus habilidades para proteger a los ratones de la infeccion por cisticercosis. LLY-FMK y LLL-
FMK se ensayaron individualmente como profilacticos en un ensayo preliminar con ratones BALB/c. Los ratones en
los grupos tratados se pre-inyectaron durante dos dias con el inhibidor [-1,4 X 10 M, disuelto en un volumen de
inyeccion de 150 ul de PBS 0,15 M] seguido de infeccion con 10 quistes de T. crassiceps/raton. Los ratones fueron
posteriormente dosificados diariamente con la misma concentracién durante cuatro semanas. Después de un mes,
los ratones fueron sacrificados y se contaron los quistes. Se descubrid que los ratones en grupos que habian sido
tratados con LLL-FMK estaban protegidos al 100 % de la infeccion por cisticercosis (tabla 4). Los ratones en grupos
que habian sido tratados con LLY-FMK estaban protegidos en un 85 %-97 % de la infeccidn por cisticercosis, en
comparacién con los controles no tratados (figura 8) se muestra un estudio representativo completo). Un estudio
posterior repitié el experimento profilactico idéntico con LLY-FMK y demostré datos de proteccion similares (75 %-90
%) Curiosamente, un alto porcentaje de quistes que sobrevivieron al tratamiento demostraron una morfologia
anormal. Muchos de estos quistes exhibieron multilocularidad apolar (aspectos multilobulados), un patrén de
gemacion anormal. Bajo examen histolégico, los quistes multilobulados mostraron paredes agrandadas en
comparacion con los quistes lobulados normales. Los ratones en grupos tratados con K-Pyr (Leu-Phe-cetoamida-
piridilo) se protegieron en un 40 %.

También se realizd un estudio terapéutico con LLL-FMK y reveld un 60 % de proteccion cuando el tratamiento con
inhibidor comenzo6 dos semanas después de que los ratones hubieran sido infectados con quistes de T. crassiceps.
Los ratones en todos los grupos sobrevivieron sin efectos secundarios notables (por ejemplo, sin afeccion del pelaje,
arrastre de la cola o paresia, etc.).

Estudios a largo plazo

También se llevaron a cabo estudios a largo plazo para valorar el periodo durante el cual estos inhibidores podrian
mantener un efecto protector. En un experimento representativo que se muestra en este contexto, los ratones se
dividieron en grupos tratados y no tratados (5 ratones/grupo). Un cada ratén en el grupo tratado se preinyectd por
via intraperitoneal con inhibidor durante dos dias. Posteriormente, todos los grupos fueron provocados con 10
quistes de T. crassiceps en 200 ul de PBS 0,15 M. El tratamiento con inhibidor o placebo (PBS 0,15 M) se llevo a
cabo cada dia durante 30 dias después de la provocacion. Los quistes se dejaron solos (sin tratar) durante
aproximadamente 5 meses, y luego se sacrificaron. Los quistes se contaron a través de la inspeccion visual en la
autopsia. El porcentaje de proteccion se basé en la reduccion del nimero total de quistes en comparacion con los
controles (que no recibieron tratamiento). Como se puede ver, los dos inhibidores superiores, Z-LLY-FMK y LLL-
FMK continuaron protegiendo a los ratones al 95 % y 80 %, respectivamente. La conclusion de este estudio es que
la proteccion de los animales contra la cisticercosis fue persistente, incluso durante un largo periodo de tiempo, lo
que es un testimonio mas de la eficacia de los inhibidores en los modelos. También es notable que no se observaron
efectos secundarios para los tratamientos con Z-LLL-FMK y Z-LLY-FMK, posiblemente debido al hecho de que se
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usaron dosis muy bajas del inhibidor. Por el contrario, se observaron efectos secundarios que incluyen bocio y
problemas neurologicos en ratones dentro de los grupos de B-FA-CH2F y Z-LF-VSPH, donde VSPH es
vinilsulfonafenilo.

EJEMPLO 8. Demonstracion de que la cisteina proteasa era la diana de la inhibicién especifica por Z-LLY-FMK.

Finalmente, es notable que una respuesta a la dosis de inhibicién in vitro de la cisteina proteasa de T. solium se
correlaciona con la proteccion in vivo en ratones BALB/c. Ademas, los quistes extirpados de los ratones tratados con
el inhibidor menos eficaz, K-Pyr, no tenian células inmunitarias adherentes ni tegumento dafiado. Estas
observaciones sugieren que la inhibicién de la cisteina proteasa de Taenia es el modo de accion para estos
resultados de proteccion.

Inhibidor % de inhibicion de | % de proteccion | % de proteccion | Células inmunitarias
CP de T. solium profilactica de | terapéutica de | observadas
ratones BALB/c ratones BALB/c mediante MEB en la
superficies de
quistes
LLL-FMK 100 % 100 % 60 % N/d
LLY-FMK 97 % 85-97 % n/d Intensa
K-Pyr 80 % 40 % n/d No se observo
ninguna

Tabla 4. Correlacion entre inhibicion in vitro de cisteina proteasa de T. solium y proteccion in vivo. "n/d" se refiere a
datos no disponibles.

EJEMPLO 9. Microscopia electrénica de barrido de superficies en quistes extirpados de ratones tratados con LLY-
FMK que demuestran restos inmunolégicos en la superficie tegumentaria.

El examen por MEB de los pocos quistes supervivientes que se extrajeron de ratones tratados con LLY-FMK en el
experimento de la figura 9, reveld coherencia con la teoria de los inventores sobre el papel de la cisteina proteasa en
la interaccion huésped/parasito. Por ejemplo, se habia formulado la hipétesis de que la cisteina proteasa era una
molécula parasitaria clave que permitia al quiste evadir la respuesta inmunitaria del huésped escindiendo los
anticuerpos del huésped. Al inhibir la cisteina proteasa de Taenia con Z-LLY-FMK, se planteé la hipétesis de que la
inmunoglobulina del huésped podria unirse a los parasitos e iniciar respuestas inmunolégicas (por ejemplo,
complemento a través de IgG2a), causando de este modo dafios a la pared del quiste. Los resultados de MEB de los
inventores confirmaron la presencia de células inmunitarias adherentes, que estaban presentes de manera
concomitante cuando la pared del quiste parecia estar en proceso de destruccion (figura 9). Se identificaron
macrofagos, neutrofilos, fibroblastos y depdsitos de colageno en las superficies del quiste de ratones tratados, en
comparacion con su ausencia en quistes de ratones no tratados. La atrofia superficial general también fue evidente.
Las microtriquias (microvellosidades) se desprendieron en regiones enteras o se acortaron significativamente en
general, en comparacion con quistes que se extirparon de ratones no tratados. Las rupturas en la integridad de la
superficie del quiste también se observaron para los quistes extirpados de los ratones tratados. Mayor aumento
reveld erosion tegumentaria cerca de las células inmunoldgicas. Los quistes extirpados de los ratones no tratados se
caracterizaron por la ausencia de células inmunitarias, microtitriquias intactas y mas largas, y por la homogeneidad
de la superficie del quiste. Estos resultados son coherentes con otros estudios, que han demostrado que los
cisticercos viables en el musculo del cerdo y los extirpados de seres humanos en la autopsia muestran poca
inflamacién circundante en el huésped.

Como se ha mencionado anteriormente, el otro modo de accién del inhibidor podria ser la prevencion de la
inmunidad, por ejemplo, el inhibidor puede haber debilitado los quistes al bloquear la degradacién de IgG de la
cisteina proteasa, lo que podria ser una fuente importante de nutrientes para el parasito (Damian, 1987). Los quistes
"debilitados" pueden, en consecuencia, haberse vuelto mas susceptibles al ataque inmunitario, aunque parece que
el huésped monto una respuesta inmunitaria contenida ya que no hubo efectos secundarios en los ratones tratados.
La hipotesis de los inventores es que la consecuencia de estos procesos es la detencion del crecimiento y la
proliferacion de quistes adicionales y, por lo tanto, una capacidad protectora de este inhibidor in vivo. Con el
tratamiento del NCC humana como uno de los objetivos de los inventores (el otro es un profilactico para la
cisticercosis porcina), la perspectiva de una respuesta inmunoldgica in situ en el SNC después del tratamiento con
inhibidores puede ser motivo de preocupacion. Sin embargo, el uso de dicho medicamento junto con esteroides
antiinflamatorios y posiblemente con el presente tratamiento de Albendazol, deberia dar como resultado una mejora
de dicha respuesta si realmente ocurriera.

EJEMPLO 10. No toxicidad de la inactivacion de proteasa
Los resultados preliminares de los inventores han demostrado que LLL-FMK y LLY-FMK no son téxicos para los

esplenocitos de ratén BALB/c normal in vitro. En estos experimentos, se extrajeron esplenocitos de raton y se
trataron con inhibidor solo o inhibidor y Con-A (figura 10). Como puede verse, los inhibidores no inducen una
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respuesta proliferativa (medida por incorporacion de 3H-timidina). Ademas, los inhibidores no afectan la capacidad
de respuesta de los esplenocitos a Con-A.

Ademas, la tincion con azul de tripano de todas las células demuestra que todas las células de ratdén son viables,
incluso si el inhibidor esta presente (figura 11). Estos estudios respaldan la observacién de los inventores de que no
se observaron efectos secundarios del huésped en ratones cuando fueron tratados con los inhibidores especificos in
vivo (figura 8a y 8b).

Estos datos sugieren la viabilidad con la cual los inactivadores de proteasa a nivel del estado de transicion, Z-LLL-
FMK'y Z-LLY-FMK, desarrollados in vitro, pueden funcionar in vivo. Su especificidad para la cisteina proteasa diana
esta atestiguada por el éxito de estudios de proteccion animal. Esto se demuestra por las observaciones de que en
la inhibicién in vitro de la cisteina proteasa se correlaciona con la proteccién in vivo. Ademas, como el inhibidor mas
potente in vitro demostrd la respuesta inmunitaria mas rigurosa y destructiva en quistes in vivo, estos resultados
sugieren que los inhibidores fueron especificos para la cisteina proteasa diana y que la cisteina proteasa fue la
diana. Ademas, los inhibidores mostraron selectividad in vitro como se demostré mediante la etapa VII. La
selectividad in vivo frente a la proteasa diana se demostré por el hecho de que solo se observaron efectos
secundarios insignificantes en animales tratados con Z-LLL-FMK 'y Z-LLY-FMK durante un periodo a largo o a corto
plazo.

EJEMPLO 11: Fosfatasas

Las proteina fosfatasas ilustran la utilidad del método de la invencién para desarrollar inhibidores e inactivadores
para categorias de enzimas de corte distintas de las proteasas. Para cada enzima de corte, el nucleo peptidico se
usa de la misma manera en cada etapa a como lo seria para el desarrollo de inhibidores de proteasa, excepto que
los medios de deteccion se adaptan al grupo escindido por la enzima. De este modo, mientras que se emplearon
cromoforos enlazados a un extremo peptidico para evaluar el grado de escisién para las fosfatasas, para las
proteina fosfatasas, los restos de fosfato radiomarcados pueden servir como el grupo de deteccion, que pueden
someterse a ensayo mediante un contador de centelleo. De manera similar, se puede usar un sistema de ensayo
fluorescente para la deteccion de fosfatasa como se conoce en la técnica. Del mismo modo, para las glucoproteinas,
pueden emplearse ensayos de glucosa en lugar de cromdéforos para medir la escision, aunque el nucleo peptidico en
si mismo permanece constante.

De este modo, en un ejemplo ilustrativo del uso del método con proteina fosfatasas, se ensaya una serie de
monofosfotripéptidos contra la proteina fosfatasa diana en la etapa Il. En otras partes del método, en cada punto
donde se emplea el cromoforo en el sistema de proteasa, el grupo fésforo se usa para el sistema de proteina
fosfatasa. Sin embargo, si se desea, pueden ser los mismos reactantes inactivadores para inhibidores de proteina
fosfatasa que para inhibidores de proteasa.

Debe destacarse que, en muchos casos, el método completo que se ha ilustrado usando proteasas es aplicable sin
modificacion a otros tipos de enzimas de corte, y que la invencion no esta limitada por la eleccién del grupo
escindible o por la manera de detectar la escision.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para identificar un inhibidor de enzima de corte peptidico que comprende:

a. realizar un ensayo de sustrato de baja kcat poniendo en contacto cada uno de una pluralidad de sustratos con
una enzima de corte peptidico diana para identificar al menos un sustrato peptidico de alta kcat y al menos un
sustrato peptidico de baja kcat que es poco escindible por la enzima de corte peptidico diana, en el que el
sustrato peptidico de baja kcat tiene una tasa de escindibilidad de menos del 35 % de la tasa de escindibilidad
del sustrato mas altamente escindido en el ensayo; y

b. realizar un ensayo de union competitiva al sitio activo de la enzima usando la enzima de corte peptidico diana,
al menos un sustrato de alta kcat identificado en la etapa a. y al menos un sustrato de baja kcat identificado en la
etapa a. e identificar de este modo al menos un sustrato de baja kcat que es un inhibidor de la union al sitio
activo, que inhibe la escision de al menos un sustrato de alta kcat por la enzima de corte peptidico diana
mediante unién al sitio activo de la enzima de corte peptidico diana, identificando de este modo un inhibidor de
enzima de unién al sitio activo de baja kcat que comprende un nucleo de aminoacidos o nucleo peptidico.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que el sustrato de baja kcat tiene una tasa de escindibilidad de menos del
20 % de la tasa de escindibilidad del sustrato mas altamente escindido en el ensayo.

3. El método de la reivindicacion 2, en el que el sustrato de baja kcat tiene una tasa de escindibilidad de menos del
10 % de la tasa de escindibilidad del sustrato mas altamente escindido en el ensayo.

4. El método de la reivindicacion 1, en el que el ensayo de unién competitiva al sitio activo de la enzima comprende
la valoracion de la unidn del sustrato a la enzima empleando un método espectroscopico seleccionado entre el grupo
que consiste en espectroscopia de resonancia magnética nuclear, espectroscopia infrarroja, espectroscopia
ultravioleta-visual, espectroscopia fluorométrica, espectroscopia fosforométrica, espectroscopia de masas y
espectroscopia de microondas.

5. El método de la reivindicacion 1, en el que realizar el ensayo de sustrato de baja kcat comprende valorar la kcat
del sustrato por la enzima empleando un método espectroscépico seleccionado entre el grupo que consiste en
espectroscopia de resonancia magnética nuclear, espectroscopia infrarroja, espectroscopia ultravioleta-visual,
espectroscopia fluorométrica, espectroscopia fosforométrica, espectroscopia de masas y espectroscopia de
microondas.

6. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas las etapas adicionales de seleccionar un analogo
funcional y estructural del inhibidor de baja kcat y realizar un ensayo de inhibicion usando la enzima de corte
peptidico diana y al menos un analogo estructural del inhibidor de baja kcat para identificar al menos un inhibidor de
baja kcat.

7. El método de la reivindicacién 1, que comprende ademas valorar la selectividad del inhibidor de baja kcat con
respecto a enzimas de la misma clase que la enzima de corte peptidico diana con el fin de determinar si el inhibidor
es selectivo para la enzima de corte peptidico diana.

8. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas determinar condiciones éptimas de escision del sustrato
por la enzima de corte peptidico diana antes de poner en contacto la enzima de corte peptidico diana con la
pluralidad de sustratos.

9. El método de la reivindicacion 1, en el que el inhibidor de enzima de corte peptidico comprende un nucleo de
aminoacidos o un nucleo peptidico que contiene entre 1 y 9 residuos de aminoacidos.

10. El método de la reivindicaciéon 9, en el que el nucleo de aminoacidos o nucleo peptidico contiene entre 1 y 6
residuos de aminoacidos.

11. El método de la reivindicacion 9, en el que el nicleo de aminoacidos o nucleo peptidico consiste en 1, 2 0 3
residuos de aminoacidos.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el nucleo de aminoacidos o nucleo
peptidico comprende uno o mas residuos del grupo que consiste en L-aminoacidos, D-aminoacidos, aminoacidos
derivatizados y aminoacidos modificados.

13. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el nucleo de aminoacidos o nucleo
peptidico estd compuesto enteramente o en parte por analogos peptidicos seleccionados entre el grupo que consiste
en: beta-aminoacidos, peptoides y aminoacidos en los que uno o mas atomos han sido sustituidos por diferentes
elementos atdomicos o por grupos funcionales.

14. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el nucleo de aminoacidos o nucleo
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peptidico comprende dos 0 mas aminoacidos enlazados mediante un enlace diferente de un enlace peptidico.

15. El método de la reivindicacion 1, en el que la enzima de corte peptidico diana se proporciona como una enzima
purificada o en una mezcla en bruto.

16. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas, antes de realizar el ensayo de union al sitio activo de
la enzima, determinar un intervalo de pH 6ptimo de aproximadamente 2 unidades de pH para la reaccién de
escision.

17. El método de la reivindicacion 1, que comprende realizar un ensayo de unién competitiva en un nimero
seleccionado de sustratos de baja kcat, en el que realizar el ensayo de unién competitiva comprende, para cada
sustrato de baja kcat seleccionado:

realizar un primer ensayo de unién competitiva usando la enzima de corte peptidico diana, una primera poblacion
de sustratos de alta kcat, y el sustrato de baja kcat seleccionado para identificar una pluralidad de inhibidores de
baja kcat;

para cada inhibidor de baja kcat, realizar un segundo ensayo de unién competitiva usando la enzima de corte
peptidico diana, una segunda poblacion de sustratos de alta kcat y el inhibidor de baja kcat, en el que la segunda
poblacion de sustratos de alta kcat incluye un mayor numero de sustratos que la primera poblacion de sustratos
de alta kcat; y

cuantificar el efecto inhibidor de los inhibidores de baja kcat para dar una lista ordenada de inhibidores de baja
kcat.

18. El método de la reivindicacion 1, en el que un grupo de bloqueo esta ubicado en un sitio seleccionado entre la
siguiente combinacion: el extremo C del nucleo peptidico; el extremo N del nucleo peptidico.

19. El método de la reivindicacién 1, en el que la enzima se selecciona entre el grupo que consiste en: proteasas,
proteina fosfatasas, esterasas, enzimas que escinden cadenas laterales basadas en sacaridos de proteinas,
enzimas que escinden lipoproteinas o proteinas funcionalizadas con lipidos y enzimas que escinden cofactores de
proteinas.

20. El método de la reivindicacion 1, en el que el nicleo de aminoacidos o nucleo peptidico comprende uno o mas
residuos del grupo que consiste en L-aminoacidos, D-aminoacidos, aminodacidos derivatizados y aminoacidos
modificados.

21. El método de la reivindicacion 1, en el que el nicleo de aminoacidos o nucleo peptidico estda compuesto
enteramente o en parte por analogos peptidicos seleccionados entre el grupo que consiste en: beta-aminoacidos,
peptoides y aminoacidos en los que uno o mas atomos han sido sustituidos por diferentes elementos atdomicos o por
grupos funcionales.

22. El método de la reivindicacion 1, en el que el nicleo de aminoacidos o nucleo peptidico comprende dos o mas
aminoacidos enlazados mediante un enlace diferente de un enlace peptidico.
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IIl. Ensayo competitivo _l <+ I IL Tdentificacion de sustrato de alta/baja Kcat ‘ 4— (l. Escision del péptide general —l

Vehiculos superiores {situacidn 1} Aumentar el % de inhibicién usando ensayos competitivos

1. LLL-AFC 2. LLY-AFC 3.LLW-AFC 4, LLR-AFC 5. VLL-AFC 6. LLP-AFC 4

Etapa VII(B)— C, D

- Valores de Ki mis bajos

Valores de Ki mas hajos
<

<
LLLL-X 2,LLLY 3.LLL-Z LILY-V 2.ILY-W 3 LLY-X

Promaovidos ﬂ
| VII(C): determinacion de TSPI o GSPI

Original: LLL-X ensayado para inhibicion del estado de Construir Log (Km/eal) frente a Kiy Log
transicién frente a inhibicién del estado basal — (Km) frente a Ki. Comparar los valores de R

i

L}

valores de V alfos E

1

L 3

Figura 3 :

Al

Promovidos a la H

etapa VII {(A) H

1]

Enlace organico, de reactantes inactivadores (U.V,W,X,Y,Z) a 2 vehiculos superiores i

L]

)

| ! s
(Vehiculo superior) (27 mejor vehiculo) H
LLY-AFC :

T e ;
LLLU ULV LLL-W LLLX LILY LIL-Z LLY-U LLY-V LLY-W LLY-X LLY-Y LLY-Z E
*

H

H

Etapa VII(B) - B Etapa VII(B) - B :

. Valores de CEqq mis bajos - Valores de CEyqy mas bajos E
1. UL-X 2 LLL-Y 3.11LZ 4, LLLVU 5 LIL-V6LLLW’ LLILY-V 2LLY-W 3. LLY-X 41LY-U 5LLY-Z 6. LLY-YE
"

0 [ "

+

)

Ftapa VIKB) - C, D H
5

]

L}

1

H

1

L}

1}

L}

,

.

'

H

H

"

"

Laso 1: Ia inhibidor del vehiculo anterior se indica medianteel 2
tema “LLL”. Las variaciones de aminodcidos individuales
se llevan a cabo basandose en este tema

m=15,R=0.2 11 m=1,96, R=11,97
Km/Kcat K Log Ki (M) L3
a. LLL-AFC LLL-X m=0,8, R=0,85
b. LLY-AFC LLY-X
c. LLW-AFC LLW-X
d. LLR-AFC LLR-X
e. LLV-AFC LLV-X  ——
f. LLP-AFC LLP-X @
g. LLV-AFC LLV-X
h. LLQ-AFC LLQ-X
i. LLT-AFC LLT-X
j- LLS-AFC LLS-X
k. LLT-AFC LLT-X Log Knvkeat (M S1)
L. LILM-AFC LLM-X
m. {"LG'AFC LLG-X Compara los valores de R de dos graficos:
n- LE-AFC LLEX Si R de log (Km/kact) frente a log (Ki} > R de log {Km) frente a log (Ki). continuar
con la valoracion de TS, En caso contrario, continuar con la valoracion de GS
{pigina signiente). En este caso, se supone que R es mayor para la primera frente a
Ia ultima. Por lo tanto, “L1L” se analiza para propiedades del estado de transicion
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Valoraciones de TSS o GSS. (En este experimento se supone que se busca
una valoracion del estado de transicion)

Caso 2: se usan indicios para realizar
sustituciones. Por ejemple., si se chserva que

L es pred en oy (1) Determinacién de TSS (0 GSS) para (X) series = RA(ABS(1-M)* 1/P)

en P2, L en P2 puede ser un candidato La linea 1 utiliza puntos ak,g,h puntuacién {L1) = 0,92/[ABS(1-1,5)*{1/4)] = 7,36
viable. Andlogamente, i V en P1 se ohservé La linea 2 utiliza puntos a,b,l,c.dm puntuaciom  (L2) = 0,96/ [ABS(1-0.96)*{1/6)] = 14,4
en €l 50 % de los vehiculos que inhibian al La linea 3 wtiliza puntos abLe.d.n,i,[ puntuacion (L3)=0,88/ABS(1-0,91)"(1/8)]= 7,82

50 % o mag, entonces V en P1 puede ser una
buena sustitucién, Per lo tanto, estos
indicios se basan completamente en los

aminodcidas en diferentes motivos. Se¢ proporcionan 3 gjemplos de linea (san posibles mis). Es virtualmente imposible alcanzar una

pendiente de 1. Si se aleanza una pendiente de 1, puede usarse un valor equivalente a 0,99 para prevenir
la divisién por

Caso 3: aleatorio. En caso de que no haya
indicios disponibles, las mutaciones se
realizan en sitios aleatorios.

Como se observa, la TSS (0 GSS) es una combinacién de tres variables, pendiente, regresion ¥ el mimero de puntos.
Caso 4 truncamiento o alargamiento. Puede La mejor linea es la Linea 2 v se empleard para la TSS (0 GSS). Por lo tante, a,kl.c.d,m son los inhibidores mas
ser des‘eable veducir el nﬁm;grn de . cercanos que permiten inhibicién andiloga del estado de transicion.

amineicidos o aumentar el nimeroe de
aminedcidos. Por ejemplo, se puede intentar . - r .
Z-LL o Z-LLL puede ser otra posibilidad. (2) Determinacion de la puntuacion de inhibidor para compuestos:

' I= Log(TSS/((Ki))
a (LLL-X): Log (14,4/10-%)) = 13,16
b (LLY-X): Log (14,4/10-1%)) = 11,15
1 (LLM-X): Log (14,4/10%)) = 9,15

)
1
i
5 6, <
© (LLW-X): Log (14,4110 4}} 7’13 : Reordenacién molecular de
d (LLR-X): Log (14’”10_3} > 1 reactante inactivador. LLL-X.,
m (LLG-X): Log (14,4/10~)) = 2,16 H X se reordena atémicamente.
H Los itomos son sustituidos, o
B algo similar. Por ejemplo, si
— B | X=fluorometilcetona, <l flior
Original: LLL-Y y LLL-Z ensayados ' podria sustituirse con un cloro.
para TSS ;
v : © M
— Clasificacion d¢ TSPLoriginal usando I H Reordenacion molecular de
LLE-Y:par de muesira 1 » 2 vehiculo, mantener el reactante
LLL-AFC; LLL-Y 11,21 Clasific. TSPI 1 7 inactivador constante,
LLY-AFGLLY-Y  §42 1. LILX 1 X
“AFC; LLT-Y . [
I’.-'ILJ.{ 'II-IL_R Y 8,27 2. LIL-Y 1121 | Clasificaciones originales
-AFG LR 7,31 3. LLY-X ILIS ; LLY-X dental
LLW-AFC; LLW-Y g ! ¢ es accidental)
6,21 4. LILZ 1012
LLL-Z: par de muestra I :> '
LLL-AFC; L1I-Z 10,12 s LLM-X 915 . X. relinamiento adicional
LLS-AFC; L1S-Z 6,11 . i vt
LLW-AFC;LLW-Z 4:32 6. LLY-Y g-;i 3 Clasificaciones adicionales 1. Extension del vehiculo
LLY- AFC"LLY—Z 312 7 LLW-X O« : en subsitios enzimiticos
LLR AFC: LLR-Z 2’ 3 8. LLry 827 adicionales.
-AFC; LLR- > : o] 2. Modificacié
estereoquimica en el
P vehiculo o el reactante
Ensayar un amplio espectro de méas i B inactivader.
reactantes inactivadores, por ejemplo, U v
¥ Ven LLL para inhibicion del estado de ¢
transicién (o inhibicién del estado basal si > 1>mmmnme
este es el casa)
|| Reintrodueir
Descubrir puntuaciones de inhibidor para Si | determinacion de -—
el niicleo del 2° mejor vehiculo. 4+ =l TsP1 e GSPI
Comparar LLY-V, LLY-W, LLY-X
I | VII1. Sustrato natural |
Valoracién del estado basal
Ensavar la inhibicién del estado basal (GS) de —» |IX- Ensayo de escision diferencial —I
LLL-X, LLL-Y, LLL-Z. Repetir experimentos
idénticos a los ensayos para TSS de LLL-X, LLL- X. Refi rent
Y, LLL-Z, excepto grifice de log Km frente a log - | - Refinamiento l
Ki.
Calcular puntuacion I = log (GSS/Ki) - | XI. Biblioteca combinatoria I
Si I es baja, la siguiente opcitn es continuar el
ensayo de la inhibicién del estado basal de mas P , XTI. Cristalizacién I
reactantes inactivadores. Si I sigue siendo baja, se
puede ensavar el nucleo del 2° mejor vehiculo
(LLY-V, LLY-W, LLY-X) L IXJII. Adicion de moléculas de sumiuis(mﬁl

68



Ac-YAK-AFC
B-EGR-AFC
Z-KFPR-AFC

pEGR-AFC
B-LTR-AFC
B-GKR-AFC
B-GKK-AFC
B-QAR-AFC
B-VPR-AFC
Z-VEM-AFC
B-LRR-AFC
MeoQGS-AAA-AFC
G-AAA-AFC
MeOS-FLF-AFC
5 GGF-AFC
S AAF-AFC
D-VLK-AFC
Z-AKK-AFC
D-VLR-AFC
Z-VLR-AFC
D-FFR-AFC
Z-FAR-AFC
Z-GFR-AFC
D-FFR-AFC
D-PFR-AFC
B-LGR-AFC
MeOS-1GR-AFC
Z-GGR-AFC
Z-ARR-AFC
Z-FPR-AFC
EGR-AFC
Z-AAK-AFC
McOS-FK-AFC
Z-PY-AFC
S-LY-AFC
M-LY-AFC
Z-LR-AFC
Z-FR-AFC
AP-AFC
SY-AFC
GP-AFC
Z-RR-AFC
RR-AFC
KP-AFC
KA-AFC
AR-AFC
GF-AFC
PR-AFC
GR-AFC
EY-AFC
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L-gE-AFC
L-aB-AFC
L-V-AFC
M-Y-AFC
L-Y-AFC
L-W-AFC
L-P-AFC
M.F-AFC
L-F-AFC

L-M-AFC

Sustrate

Z-K-AFC

L-K-AFC

L-L-AFC

L-G-AFC

L-D-AFC

L-R-AFC

L-A-AFC

05 1
Escisién de AFC (uMoles de AFC/h)

Escision de AFC (uMoles de AFC/h)

Figura 4a
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Sastrato
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Ac-VAK-AFC
B-EGR-AFC
Z-KPR-AFC
pEGR-AFC
B-LTR-AFC
B-GKR-AFC
B-GKK-AFC
B-QAR-AFC
B-VPR-AFC
Z-VKM-AFC
B-LRR-AFC
MeoOS AAA-AFC
G-AAA-AFC
MeOS-FLF-AFC
S-GGF-AFC
S-AAF-AFC
D-VLK-AFC
Z-AKK-AFC
D-VLR-AFC
Z-VLR-AFC
D-FPR-AFC
Z-FAR-AFC
Z-GPR-AFC
D-FFR-AFC
D-PFR-AFC
B-LGR-AFC
MeOS-1GR-AFC
Z-GGR-AFC
Z-ARR-AFC
Z-FPR-AFC
EGR-AFC
Z-AAK-AFC
MeOS-FK-AFC
Z-PY-AFC
SLY-AFC
M-LY-AFC
Z-LR-AFC
2-FR-AFC
AP-AFC
SY-AFC

LgBARC
LB ARC 3
L-VARC f
MY-ARC
LY-ARC [
LW-ARC
L-P-ARC
MRARC
1-FARC

L-M-AFRC

Sustrato

Z-K-ARC

LK-ARC

L-L-ARC

L-D-AFC

PR-AFC
GR-AFC
EY-AFC

. . §- L-R-ARC

L-A-ARC

[} 1 2 3 4 5 6 0 02 0.4 06 08 1
Escisién de AFC (uMoles de AFC/h) Escision de AFC (uMoles de AFC/h)

Figura 4b
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5,9% [(3J4.4% (12.9% el 4%

Z-LLL-A

Z-LLY -A

M-LY -A

B-VPR-A

Z-RR-A

SY-A

B-LGR-A

Z-FLF-A

m-PK-A

L-W-A

L-V-A

Z-PY -A

Z-GR-A

Z-GKR-A
Z-EGR-A

Z-AAA-A

EY -A

Z-QAR-A

Z-FPR-A
Z-AAF-A
Z-AAR-A

B-LRR-A

B-GGR-A

% de inhibicion de la escision de AFC del
coctel

Figura Sa
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Vehiculo no catalitico
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Z-LLL-AFC

Z-LLY -AFC

M-LY -AFC

B-VPR-AFC

SY-AFC

Z-RR-AFC

Z-FLF-AFC

Z-LGR-AFC

m-PK-AFC

L-W-AFC

Z-PY-AFC

EY -AFC

Z-AAA-AFC

Z-AAF-AFC

Z-GKR-AFC

Z-EGR-AFC

L-V-AFC

Z-QAR-AFC

Z-FPR-AFC

Z-GR-AFC

Z-AAR-AFC

B-LRR-AFC

B-GGR-AFC

0 20 40 60 80

% de inhibicion de la escision de AFC del
coctel
Figura 5b
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1eG IgG con IgG con IgG con IgG con
Ccp CP con CP con CP con
menos cisteina con cisteina E64 S-LY-AFC

T

Figura 6
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% de inhibicién de la escisién de AFC del coctel

ZLLL-EM K
Z-LLL-E p
Z-LLL-VSPHh
Z-LLY -FM K
BFA-FM K
L-Abu-KC
L-Abu-KPy
L-Abu-KM
L-Abu-K €

L-N va-K

L-Nva-KE

Z-LF-K M

Z-LF-KE2

Z-LF-KP yr
Z-LF-Vv S5 C
Nva-Hph-VS P

Z-VF-VYSPhH

Z-AF-VSPhH

Z-GF-VSPh

Iso8

Is o9

fso10

Figura 7a
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Z-LLL-FMK
Z-LLL-Ep
Z-LLL-VSPhH
Z-LLY -FM K
BFA-FMK
L-Abu-KC
L-Abu-KPy
L-Abu-KM
L-Abu-KE
L-Nva-K
L-Nva-KE
Z-LF-KM
Z-LF-KE 2
Z-LF-KPyr
Z-LF-vSC
Nva-Hph-VSP
Z-VF-VSPh
Z-AF-VSPh
Z-GF-VSPh
Z-KF-VSPh

Z-LF-VSPh

Iso?
Isco8
Isc9

Iso10

ES 2662 177 T3

% de inhibicion de la escisién de AFC del coctel

Figura 7b
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Controles no n.° de Promedio | SD | % de n’de | % de Promedio
tratados quiste prot. ML ML
Ratén 1 240 1977 [34.3 30 12.5% 14.4%
| Raton 2 156 16 110.3%
Raton 3 197 40 20.3%
Controles
tratados
Raton 4 7 213 102 _196,5% | 4 51% 51%
Ratén 5 30 84,8% | 13 43%
Ratén 6 27 864% | 14 52%

n.° de quiste

No tratados

Tratados

Grupos de control de BALB/c

B8 quistes totales
quistes

multilobulados

Figura 8a
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% de proteccidan (frente a no tratados)

-20 0 20 40 60 80 100

Figura 8b

No tratades Tratados

Figura 9
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12000

10000 -

8000

8000

4000 4

2000 -

0 2R
Control Con-A LLY LLY + Con-A LLL LLL+Con-A
sin estimular sin estimular sin estimular
Figura 10

100

% de células vivas entre los esplenocitos

Control LLY-FMK LLL-FMK

Tratamiento de esplenocitos

Figura 11
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