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LAS DOS EMPRESAS esta-
dounidenses, Structural Geno-
miX (SGX) y Syrrx, adquiridas
respectivamente por Lilly y
Takeda fueron pioneras en el
desarrollo de una tecnologia
innovadora que tenfa como
meta cristalizar rdpidamente
un gran numero de proteinas
diana y hacer posible el descu-
brimiento de nuevos productos
terapéuticos para el tratamien-
to de enfermedades humanas.
Esas empresas se fundaron
basdndose en una aproxima-
cién gene-to-structure con la
posibilidad de purificar hasta
100 proteinas en unos tiempos
muy cortos y obtener la infor-
macién estructural partiendo
de una cantidad reducida de
proteina. El enfoque de Syrrx
fue que con la informacion
estructural se podia reducir el
numero de compuestos a sin-
tetizar de unos mil a unos po-
cos centenares. Dentro de las
tecnologias desarrolladas cabe
destacar la biologia molecu-
lar automatizada, la ingenieria
de proteinas, la cristalizacién
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de alta productividad y la de-
terminacién automatizada de
estructuras, asi como nuevas
herramientas bioinformaticas
para el disefio de nuevos com-
puestos.

Estas empresas desarrollaron
los procesos de optimizaciéon
utilizando una determinacién
interactiva de estructuras co-
cristalinas que revelaban el
modo de unién de pequeiias
moléculas (hits) a dianas tera-
péuticas. Las dos compaiiias
disponian para la difraccion de
cristales de una linea propia de
sincroton de tercera generacion
en el Advanced Photon Source
de Chicago.

Los avances de la Gendémica
Estructural no solo han ayuda-
do a entender las funciones y el
rol de las proteinas en enferme-
dades genéticas, epigenéticas
o asociadas a enfermedades
como la diabetes o los procesos
inflamatorios sino que han te-
nido y tienen un gran impacto
en el descubrimiento de nuevos
farmacos.

En los dltimos afios, el uso
de la informacién estructural
en el Drug Discovery ha llega-
do a un alto grado de madurez
aplicandose a todos los campos

desde la identificacién de nue-
vas dianas terapéuticas prove-
nientes de la secuenciacién del
genoma humano hasta la selec-
cién de los compuestos candi-
datos a ser farmacos. En este
sentido disponer de esta tec-
nologia consigue una mejoria
en la calidad de los farmacos y
una posible disminucién en el
tiempo y los recursos asociados
al proceso de optimizacion que
va de la idea al inicio de la fase
clinica.

Un excelente ejemplo del
uso combinado de la Genémi-
ca Estructural con la quimica
computacional es el disefio
racional de nuevos firmacos
inhibidores de la proteasa del
virus de la Inmunodeficiencia
Humana o virus del SIDA. Esta
proteina es la responsable de la
maturaciéon de nuevas particu-
las virales. Los inhibidores se
unen al sitio activo impidiendo
la union al substrato polipepti-
dico viral y por lo tanto impi-
den la produccién de nuevas
particulas virales infecciosas.
Las primeras series de inhibi-
dores de proteasa se basaban en
péptido-miméticos, y tenian el
inconveniente de tener un per-
fil firmaco-cinético deficiente

junto a una interaccién signi-
ficativa con otros farmacos y
las proteinas plasmaticas. Pos-
teriormente a partir de las es-
tructuras cristalinas fue posible
disefiar inhibidores no peptidi-
cos y de series que eran capaces
de unirse a la proteasa con un
modo de unién novedoso. La
informacién  cristalogréfica,
sirvi6 como demostracion de
la complejidad del mecanismo
y de la necesidad de las estruc-
turas como guia en el desarro-
llo de los inhibidores. En las
series disefiadas sucesivamente
los compuestos se modificaron
focalizando los esfuerzos en
la mejoria de las propiedades
drug-like de los inhibidores y
disminuyendo su unién a las
proteinas plasmaticas, hecho
que resultd en un incremento
en la eficacia y biodisponibili-
dad.

El Structure-based Drug
Discovery también contribu-
y6 al desarrollo de inhibidores
de la renina para el tratamien-
to de la hipertensién arterial.
Muchas de las grandes empre-
sas farmacéuticas dedicaron
grandes esfuerzos durante va-
rios anos a desarrollar nuevos
farmacos inhibidores de esta



diana. La estructura cristalo-
grafica de la renina murina se
pudo resolver en el 1984 y en
el 1989 se obtuvo la estructura
de la proteina humana. Antes
de esta fecha los programas de
Drug Discovery utilizaban mo-
delos de homologia basados en
las estructuras de otras protea-
sas como la endotiapepsina, la
penicillopepsina o la rhizopus-
pepsina.

Conlaestructura cristalogra-
fica como guia en el desarrollo
de compuestos se esperaba ob-
tener pronto un firmaco que
actuara inhibiendo esta diana
terapéutica. Al principio se ob-
tuvieron compuestos potentes
pero con una biodisponibili-
dad variable y/o unos costes
de produccion excesivamente
altos. En este sentido el dispo-
ner de una estructura cristalo-
grafica inicialmente no ayudé
en el disefio de inhibidores con
propiedades farmacocinéticas
aceptables. Pero posteriormen-
te la estructura tridimensional
de la renina revel? la existencia
de una cavidad extra no utili-
zada por el substrato ni por los
inhibidores de tipo peptidicos.
La estructura y los estudios de
relacién  estructura-actividad
sugirieron que la posibilidad
de ocupar esta nueva cavidad
era clave para la afinidad de
los inhibidores. En base a estos
descubrimientos, en 2007 No-
vartis llegé a comercializar en
EE.UU. el firmaco Tekturna®
para el tratamiento de la hi-
pertension. Por lo tanto, en el
caso de la renina, la estructura
tridimensional revelé ciertas
caracteristicas estructurales de
la proteina y permitié un no-
vedoso diseno de inhibidores
mds potentes.

Disefar un buen farmaco no
es cosa facil y en los dltimos
afios la productividad global
de la industria farmacéutica ha
disminuido notablemente. En
el Ligand Design se puede op-
timizar la potencia de los inhi-
bidores en un ensayo en vitro,
pero es en el Drug Design en si
donde se tiene que considerar

una gran cantidad de pard-
metros a optimizar simulta-
neamente. Se hace muy dificil
conseguir un compuesto con
suficiente potencia y al mis-
mo tiempo con un buen perfil
farmacoldgico. Es indudable
que como punto de partida, es
importante disponer de com-
puestos que tengan una buena
afinidad para la diana terapéu-
tica de interés. En este sentido,
el campo del disefio de farma-
cos basado en la estructura de
las proteinas ha conseguido
grandes éxitos y ha generado
informaciéon muy qtil para el
desarrollo de las herramientas
usadas en el modelado molecu-
lar. Recientemente, también se
han producido grandes avances
técnicos en un conjunto de téc-
nicas biofisicas que permiten
obtener una gran cantidad de
informacién para comprender
el proceso de interaccién entre
los potenciales firmacos y las
dianas terapéuticas. Gracias
a estos avances hoy en dia es
posible obtener esta informa-
cién para un mayor nimero de
compuestos en unos tiempos
mas reducidos y con un menor
consumo de material.

En Crystax Pharmaceuticals,
se han integrado las herra-
mientas del diseno de firma-
cos basados en la estructura
(Structure-based Drug Design)
con un conjunto de herramien-
tas biofisicas de ultima genera-
cioén y la emergente estrategia

del Fragment Sreening para
desarrollar nuevos farmacos
bajo la plataforma integrada
denominada Biophysics-based
Drug Discovery (B2D2™).

Fragment Screening

Durante los ultimos aios ha
crecido notablemente el inte-
rés hacia el Fragment Scree-
ning como técnica comple-
mentaria al Structure-based
Drug Design y muchas compa-
ffas han invertido en diferen-
tes tecnologias de screening
de fragmentos. Cabe destacar
companias como Abbott, As-
tex Pharmaceuticals, Vernalis
y Astrazeneca que han hecho
del Fragment Screening una
parte importante del proceso
de disefio de compuestos utili-
zando las estructuras de rayos
X 0 de RMN como guia en el
desarrollo. En la actualidad
hay 15 compuestos derivados
de fragmentos en investiga-
cién clinica y preclinica.

La idea principal de esta
aproximacion, es la de partir
de moléculas de un peso mole-
cular mas pequeiio a las usadas
en High-Throughput Scree-
ning (HTS) de modo que el
espacio quimico a explorar es
mucho menor y los puntos de
partida (hits) son menos com-
plejos. Los fragmentos, al ser
mds pequeilos es mas probable
que puedan interaccionar con
alguna de las cavidades o sub-
cavidades que hay en el centro

activo de una diana terapéutica.
Esto hace que el porcentaje de
hits que se encuentran en una
campana de Fragment Scree-
ning es notablemente mas alto
que en el caso del HTS.

En la actualidad se utilizan
varias técnicas para identifi-
car los fragment hits, desde el
screening enzimatico a las téc-
nicas biofisicas como la RMN,
la cristalografia de rayos X o el
Biacore. En el caso de Crystax
se usan técnicas de RMN, ya
que son las que permiten una
aplicacion mads generalizable.
De hecho, la dificultad del Frag-
ment Screening no recae tanto
en la capacidad de detectar los
fragmentos, sino en cémo usar
toda la informacién generada
para optimizar el compuesto
de partida. Esto es debido al
hecho que los fragmentos son
moléculas pequenas, poco ela-
boradas y poco potentes. Asi, el
modo de unidn y las relaciones
SAR pueden ser dificiles de es-
tablecer por la quimica médica
tradicional o el modelado mo-
lecular, y sélo cuando se dispo-
ne de la estructura tridimen-
sional se puede acotar mucho
el campo de optimizacién. De
todos modos, la informacion
estructural se ha de comple-
mentar con otros criterios y
hoy en dia son necesarias es-
trategias que permitan llevar
el proceso de optimizacion de
forma sistematica.

Aunque inicialmente los

Figura 1 — Para poder aplicar la cristalografia de forma sistemética es necesario poner a punto un sistema cristalogréfico robusto



Figura 2 — EI Fragment Screening genera un elevado nimero de informacion estructural,
incrementado la eficiencia del proceso hit-to-lead

fragmentos son poco potentes,
tratdindose de moléculas con
una complejidad quimica me-
nor, tienen una gran eficiencia
de unién (ligand efficiency),
por lo que son puntos de par-
tida mds Optimos de cara en
hacer un proceso de optimiza-
cion.

Una vez identificados los
hits de partida, existen distin-
tas estrategias de optimizacion.
En los primeros trabajos de
Fragment Screening, se plan-
teaba basicamente la idea de
identificar dos fragmentos que
se uniesen en subcavidades
contiguas y unirlos median-
te un linker (linking). Hoy en
dia, esta aproximacion es poco
generalizable ya que se ha vis-
to que algunos linkers pueden
causar una pérdida de poten-
cia de entre uno y dos 6rdenes
de magnitud. Estrategias mds
eficientes son la fusion de las
partes que tengan en comun
dos fragment hits o merging.
El merging es una estrategia
muy util ya que también per-
mite hacer scaffold hopping
que consiste en modificar el
scaffold quimico del fragmento
manteniendo la ligand efficien-
cy v las interacciones claves con
la diana.

Finalmente la optimizacién
del fragmento de partida se
puede basar en el crecimien-
to hacia las partes del centro
activo no ocupadas por este
(growing). En todo caso, el re-
sultado final de este proceso es
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la identificacion de una serie
de estructuras quimicas que
seran el punto de partida para
el proceso posterior de optimi-
zacion.

Sea cual seala estrategia esco-
gida es notoria la importancia
de la informacidn estructural,
complementada con métodos
in-silico y otros ensayos biofi-
sicos, como base fundamental
para decidir en qué direccion
hacer crecer el fragmento para
llegar a moléculas mas comple-
jas y mas potentes.

Obtencion de la diana
terapéutica

Para poder aplicar la cristalo-
grafia de rayos X es esencial
poder disponer de la diana te-
rapéutica en forma soluble, en
elevada cantidad y en la ver-
sion mas adecuada. Con este
fin Crystax en cada proyecto
explora distintos sistemas de
expresion, principalmente E.
coli y células de insecto/bacu-
lovirus, asi como distintas va-
riantes de la diana de interés.
En concreto para poder cris-
talizar una diana terapéutica
se necesita de una muestra de
excelente calidad que cumpla
con los siguientes criterios:
gran cantidad (idealmente
varios miligramos), homogé-
nea, con un elevado grado de
pureza (>95%) y bien plegada.
Por ello aplicamos una serie
de técnicas para caracterizar
la muestra proteica antes de la
etapa cristalografica.

Para determinar el correcto
plegamiento de la proteina
mediante resonancia magnéti-
ca nuclear (RMN) se adquiere
un espectro monodimensional
de protén. El nivel de disper-
sion de las sefiales asi como la
evaluacion cualitativa de la an-
chura de éstas, permite detec-
tar la presencia de estructuras
desorganizadas o agregadas.
Conlos espectros de dicroismo
circular en el UV lejano tam-
bién se obtiene informacion
sobre el correcto plegamiento
de la proteina ademads de los
contenidos de estructuras se-
cundarias. Mediante la disper-
sién dindmica de la luz o DLS
basada en el analisis de los ta-
manos de las particulas en so-
lucién, a parte de la medicién
del peso molecular, es posible
determinar la presencia de
agregados, de varios estados
oligoméricos de la proteina y/o
la presencia de impurezas que
pueden dificultar la obtencion
de cristales. La espectrometria
de masa MALDI-TOF permite
determinar el peso molecular
exacto de la proteina y al mis-
mo tiempo identificar y cuan-
tificar las modificaciones post-
translacionales.  Finalmente,
mediante la desnaturalizacién
térmica se puede obtener in-
formacién sobre la estabilidad
de la proteina, aunque también
se puede usar como método de
screening de condiciones esta-
bilizantes para la proteina sola
y/o en presencia de ligandos.

Resolucion de la estructura
tridimensional del complejo
fragmento-diana

Para poder llevar a cabo el es-
tudio de un niimero apreciable
de estructuras tridimensiona-
les, a menudo no es suficiente
con disponer de cristales de la
proteina de interés, si no que
es necesario desarrollar un
sistema que permita aplicar
una aproximacién tipo High-
Throughput ya que se requie-
re obtener una gran cantidad
cristales de proteina de mane-
ra reproducible y con ciertas

caracteristicas de tamafio y
calidad.

Idealmente, se buscan con-
diciones que permitan obtener
cristales de la proteina que no
contengan ningun ligando en
el sitio activo, llamados crista-
les apo. Asi se pueden estudiar
cada uno de los fragmentos
identificados mediante RMN a
través de la técnica del soaking.
Esta técnica consiste en poner
el cristal en contacto con una
solucién en DMSO del frag-
mento y posteriormente llevar
a cabo la resolucién de la es-
tructura. Cuando esta técnica
no se pueda utilizar debido al
empaquetamiento del cristal o
por los cambios conformacio-
nales que se producen cuando
la proteina interacciona con el
fragmento, se llevan a cabo es-
tudios de co-cristalizacién con
cada uno de los fragmentos. En
este dltimo caso, es necesario
identificar las condiciones de
cristalizacién para cada uno de
los complejos ya que los cris-
tales de complejos proteina-li-
gando frecuentemente cristali-
zan en condiciones diferentes a
los cristales apo. Independien-
temente de la técnica se ha de
llevar a cabo una exploracion
sistematica de mas de 1000
condiciones cristalograficas en
busca del sistema que sea sufi-
cientemente robusto.

En general, con alrededor
del 40-50% de los fragmentos
identificados mediante RMN
se consigue obtener una estruc-
tura cristalogréfica

El aparentemente elevado
porcentaje de compuestos para
los cuales no se obtiene una
estructura, se debe principal-
mente a que las condiciones
de cristalizacion (pH, concen-
tracion de precipitante, etc.) en
algunos casos pueden afectar a
la unidén con la proteina.

Para obtener las estructuras
de la diana terapéutica en pre-
sencia de los fragmentos es ne-
cesario usar una plataforma de
alto rendimiento para la mani-
pulacién y difraccién de los
cristales. En la actualidad Crys-



Figura 3 — El sincrotron ALBA de préxima construccion en Cerdanyola del Valles

(imagen cedida por Jordi Juanhuix Gibert)

tax dispone de unos equipos
de tdltima generacion ubicados
en el Parc Cientific de Barcelo-
na y acude a los sincrotrones
equipados con intercambiado-
res automaticos que permiten
montar y difractar los crista-
les de proteinas con ligando
casi sin intervencién humana.
Actualmente todo el procedi-
miento estd optimizado para
obtener hasta 60 estructuras
cristalograficas en un turno de
ocho horas de toma de datos.

Crystax Pharmaceuticals es
la primera empresa espafola
que ha declarado publicamente
su interés el uso de la linea de
cristalografia de macromolé-
culas (XALOC) en el sincro-
tron ALBA que actualmente se
construye en Cerdanyola del
Vallés, Barcelona

La eficiencia en la cristali-
zacién y en la difraccién tiene
que complementarse con una
igual eficiencia en el procesado
y analisis de los datos. En Crys-
tax el proceso de resolucion de
estructura es completamente
automatico, hecho que nos per-
mite el procesamiento de un
gran numero de datos en pocos
minutos. Un paso importante
en este sentido es el correcto
posicionamiento del fragmen-
to en la densidad electrénica

Esto requiere el uso de una
scoring function que refleje
el acuerdo entre el posiciona-
miento del ligando yla densidad
electrénica también teniendo en
cuenta las posibles interaccio-

nes con los residuos proteicos
como por ejemplo la formacion
de puentes hidrogeno.

La cristalograffa permite vi-
sualizar las moléculas a nivel
atémico, pero el método no
es directo como puede ser un
microscopio o un telescopio
optico sino que primero se han
de tomar datos en el sincrotrén
y luego analizarlos. Seria pare-
cido a un radiotelescopio don-
de primero se toman datos de
senales de radio provenientes
del espacio y de su anilisis se
puede visualizar las estrellas y
nebulosas.

La etapa cristalografica, al
permitir visualizar en 3D la
union de la diana con los ligan-
dos afade una gran cantidad
de informacién estructural.
Esta no se limita a nuevas es-
tructuras quimica interesantes,
si no también informacién de
las aguas estructurales de la
proteina, la flexibilidad de los
distintos residuos y los princi-
pales puntos de reconocimien-
to de moléculas (hot-spots).
Toda esta informacién es esen-
cial para definir cuales son los
fragmentos mds interesantes y
seguir en su optimizacion.

Gracias a la obtencion de es-
tructuras a elevada resolucion
se pueden identificar las inte-
racciones clave fragmento/dia-
nay al mismo tiempo nos ofre-
ce la oportunidad para disenar
nuevos fragmentos con el mis-
mo modo de unién y afinidades
parecidas al fragment hit.
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Figura 4 — Detalle de la estructura resuelta para uno de los fragmentos identificados en
Crystax con una diana de gran interés en el campo oncolégico.

Aplicacion del Fragment
Screening

El Fragment Screening es una
estrategia que cada dia va ga-
nando mads aceptacion en la
industria farmacéutica gracias
a los buenos resultados que va
generando. Tanto es asi, que
durante los proximos afos
veremos como se afianza en
la mayoria de empresas como
herramienta  complementa-
ria a otras aproximaciones y
la identificaciéon de fragment
hits se convertira en un proce-
so relativamente estdndar.

En este sentido, el préximo
reto estd en como usar toda la
informacién generada e iden-
tificar las estrategias y crite-
rios que permitan optimizar
los fragmentos de partida de
la forma mas eficiente y siste-
matica posible. En este sentido,
la aproximacion utilizada en
Crystax busca establecer las
bases para poder llevar a cabo
este proceso mediante la inte-
gracion de distintas dreas como
son la biologia estructural, la
biofisica, la quimica médica y
las propiedades ADMETox.

Hemos empleado la tecnolo-
gia del Fragment Screening en
mas de 10 dianas relacionadas
con distintas dreas terapéuti-
cas, hecho que ha permitido
generar una solida experiencia.
Hoy en dia Crystax es la Ginica
empresa espaiola con el know-
how necesario para llevar a

cabo esta aproximacion de for-
ma sistematica.

Por otra lado, gracias a la in-
formacién generada mediante
el conjunto de la plataforma
B2D2™ hemos sido capaces
de identificar nuevas series
de inhibidores para distintos
proyectos de investigacion in-
ternos. Estos programas han
generado diversas patentes en
el campo de la investigacion
oncoldgica.

Gracias a la fusion con Ory-
zon Genomics y a las sinergias
entre las tecnologias y los equi-
pos de investigacion de ambas
compaiiias, en los proximos
aflos se podra aplicar esta
aproximacién al desarrollo de
nuevos farmacos destinados a
tratar patologias como el can-
cer y las enfermedades neuro-
degenerativas. «
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