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1. Resumen

Evidencias acumuladas indican que la D-eritro-esfingosina-1-fosfato (S1P) modula
procesos que ocurren después de la lesion (muerte celular por apoptosis, hidrdlisis de
lipidos, estrés oxidativo, dafo tisular), y favorece el crecimiento y las actividades
tréficas, la angiogénesis y la neurogénesis. Asi, el descubrimiento de nuevas terapias
neuroprotectoras de la lesién de la médula espinal (LME) puede surgir de las
intervenciones sobre el metabolismo de la S1P. S1P es irreversiblemente degradado
por la enzima liasa S1P (SPL). Por lo tanto, SPL es un objetivo neurorrestaurador

atractivo, dado que su inhibicidn aumentara los niveles de S1P.

Basandonos en las estructuras de rayos X de SPL descritas, se han disefiado y
sintetizado tres generaciones de inhibidores de la enzima y se han ensayado mediante
métodos HTS que se han puesto a punto en este proyecto. Los compuestos de tercera
generacion obtenidos en el proyecto, debidamente administrados, podrian causar
incrementos significativos de S1P en el lugar de la lesidén. Por otra parte, los resultados
de la caracterizacion de la via esfingosina-S1P-receptores S1PR, tras la lesién medular,
indican que la concentracién de S1P es modulada por la concentracién y actividad de la
SPL y no depende de otras enzimas como quinasas o fosfatasas. En consecuencia, la
modulacién de la actividad de esta enzima es una buena estrategia para controlar la

concentracion de S1P en la lesiéon medular.

2. Resultados

El objetivo general de esta propuesta era demostrar que la modulaciéon quimica de la
actividad SPL podria servir de base para futuras intervenciones farmacoldgicas para

mejorar la funcionalidad del sistema nervioso dafado.

Se ha visto que después de la lesidon experimental de la médula espinal (ME), las
alteraciones en los esfingolipidos de este 6rgano se producen principalmente a nivel de la
esfingosina (So) y, especialmente, la S1P. El cambio mas importante ocurre el tercer dia
después de la lesion, cuando la relacion S1P/So disminuye en comparacion con otros

puntos de tiempo (figura 1).



Sphingosine concentration S1P concentration

-
404 s - 304 - =
—
r .
304 v o » 8
— .
E’ = ° E’ 20 °
S 204 § 0 °
£ o € °
a o 104 o
104 o o
8 8 g8 8 ° .
O ] T ] T T e T T T T T
0 1 3 7 21 0 1 3 7 21
Days post-lession Days post-lession

Figura 1. Concentraciones de esfingosina y de S1P en la médula espinal de ratones en diferentes
momentos después de la lesidon determinadas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas

(LC/MS).

Para comprender los mecanismos implicados en los cambios en la relacion S1P/So el
tercer dia posterior a la lesién, se midieron los niveles de las enzimas implicadas en el
metabolismo de la S1P. El analisis por Western blot mostré que la SPL experimentd la
alteracion principal (figura 2A). Los niveles de enzima aumentaron el dia 1, a partir del
cual se observé una disminucion gradual en funcidén del tiempo hasta el dia 7. Por otra
parte, tal como se muestra en la figura 2B, el mRNA de la SPL disminuyd respecto al
control al cabo de un dia de la lesion, en desacuerdo con los cambios observados en los
niveles de proteina. De acuerdo con las medidas de proteina, el mMRNA experimentd una
disminucién temporal a lo largo del tiempo posterior a la lesion. Estos resultados
sugieren que los incrementos de proteina observados después de la lesion son
probablemente debido a una inhibiciéon de su degradacién. Otras enzimas del

metabolismo de la S1P no se vieron afectadas significativamente (datos no presentados).
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Figura 2. Niveles de SPL determinados mediante Western blot (A) y niveles de mRNA de SPL medidos
por gPCR en diferentes momentos después de la lesion medular. Los datos se obtuvieron de 2-3

repeticiones.



Para evaluar mas a fondo el presumible papel del eje S1P/SLP, se hicieron
experimentos en animales heterocigotos deficientes en SPL (SPL +/-). Resulta
interesante que estos animales recuperaran la funcién motora después de la lesion,
mientras que los animales silvestres (wild type) no experimentaron recuperacién (figura
3).
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Figura 3. Recuperacion motora después de la lesién experimental de la médula espinal.

En otra aproximacion, el papel de la S1P/SPL en la recuperacion tras la lesidon
experimental de la ME se investigd utilizando inhibidores quimicos disefiados y

preparados tal como se describe en los siguientes parrafos.

- Modelo de homologia a partir de la SPL bacteriana y disefio de una biblioteca virtual de
inhibidores potenciales

A partir de modelos de la SPL de levadura y de la SPL de Symbiobacterium
thermophilum, se construyé un modelo de homologia que se ha usado para disefiar
inhibidores potenciales. Estos inhibidores se filtraron mediante técnicas de cribado

virtual para dar lugar a una serie de 12 compuestos que fueron obtenidos por



condensacién entre diversos acidos carboxilicos y un precursor comun (figura 4)
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Figura 4. Compuestos resultantes de un precursor comun obtenido por cribaje virtual.

Lamentablemente, los compuestos obtenidos resultaron inhibidores poco potentes. Esto
puede atribuirse tanto a una sobreestimacién de las interacciones electrostaticas
predichas por los algoritmos de docking como a la incapacidad de los compuestos de

alcanzar el centro activo de la enzima.

- Sintesis de la 2-vinilesfingosina-1-fosfato (2VS1P) y analogos como inhibidores
potenciales basados en el mecanismo de accion enzimatica

El compuesto RBM6-24 (en forma de mezcla de isdmeros, figura 5) se obtuvo en una
secuencia sintética de varias etapas. Tanto la mezcla de isdmeros como las mezclas de
los isbmeros syn y anti se evaluaron como inhibidores de la SPL. Analogamente, se
obtuvieron también los aminotioles RBM6-31 y ]JG-1, que se ensayaron como mezclas

de isomeros.
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Figura 5. Inhibidores potenciales de la SPL basados en el mecanismo de accién.

- Anédlogos no reactivos del intermedio de reaccion y del sustrato disefiados como
inhibidores potenciales de la SPL

Los compuestos RBM7-12 y RBM7-32 fueron disefados como andlogos no reactivos



del intermedio de reaccion postulado para la degradacién de la dihidroesfingosina
(dhSph) y la esfingosina (Sph), respectivamente, por la SPL (figura 6).

La inhibicién de la actividad SPL por el compuesto RBM6-24 y los analogos no reactivos
del intermedio de reaccion (RBM7-12 y RBM7-32) fue determinada empleando hSPL y

cultivos de células neuronales N2 (tabla 1).

Tabla 1. Efecto de los compuestos sobre la actividad de la spL.2

IC50 (M)
Compuesto hSPL Células N2 @
RBM6-24 12.1 42.1
RBM6-31 inactivo inactivo
JG-1 inactivo 36.3
RBM6-24A 6.4 6.0
RBM6-24B 89,2 23.9
RBM7-12 81.1 194
RBM7-32 89,0 23,9

dLas células N2 fueron expuestas a diferentes concentraciones de los compuestos
durante 24 horas y la actividad de la SPL se determind en lisados celulares usando

un ensayo fluorogénico descrito (Bedia et al., Chembiochem. 2009, 10, 820).

A continuacién, se evalud la capacidad citoprotectora de los mejores inhibidores a
concentraciones no toxicas (RBM6- 24A y RBM7-32). Desgraciadamente, los compuestos
no provocaron un aumento de la supervivencia celular después de la exposicién a los

estimulos proapoptoéticos (datos no presentados).

Para evaluar la inhibicién de la SPL para RBM6-24A y RBM7-32 in vivo, los compuestos
se administraron via i.p. en ratones. Desgraciadamente, no se observaron diferencias
en la actividad de la SPL de la ME entre el control y los animales tratados. Para
descartar que la falta de inhibicién fuese debida a la incapacidad de los compuestos de
atravesar la barrera hematoencefalica, la inhibicion también se determind ex vivo (en
homogeneizados de tejido), pero tampoco se observd actividad inhibidora. Estos
resultados indican que se requiere una mayor concentracion de inhibidores o bien

compuestos mas potentes para bloquear la actividad de la SPL en animales.

Finalmente se disefid una serie de andlogos de la esfingosina-1-fosfato de



configuraciones definidas, en la que el grupo amino se reemplazd por un grupo azida no
reactivo frente a la SPL. En base a consideraciones mecanisticas, el grupo amino de la
S1P es crucial para la reaccién con el PLP en la primera etapa del proceso catalitico
por el que la SPL degrada la S1P en 2-hexadecanal y fosfato de 2-aminoetanol. Desde
un punto de vista estructural, el grupo azida es capaz de ocupar el bolsillo de la amina
en el centro catalitico de la enzima. Con objeto de explorar la estereoselectividad de la
enzima frente a nuestros analogos de tipo azida, se sintetizaron los ocho posibles
estereoisdémeros resultantes de las diferentes configuraciones posibles en las posiciones

C2 y C3, tal como se indica en la figura 6.

HO O
B
o o i CyH
H-N HO C H )
¥ - ¥ -
e o e CyaH HO ] - Ci3H;
] 8] M
ElyMH
REBMT.089: 25 3R REMT-008: 2535  RBMT.114: 25 3R REBMT-103: 25 35
RBM7-032 REBMT-111: 2R_35 REMT-133: ZRIR RBM7T-128: 2R 35 REMT-110: 2R IR
RBMT-012 |£ S-difvpdro)

andi (erythro) iBomers
sy [throo) isomoers

Figura 6. Intermedios de reaccion y sustratos no reactivos frente a la SPL.

Tal como se indica en la tabla 2, estos nuevos compuestos mostraron una actividad
inhibidora de la SPL del orden de 10 uM, utilizando RBM13 a 125 uM como substrato.

Tabla 2. Efecto de los compuestos sobre la actividad de la SPL.

EINTININ Y=Y

Los estudios de docking frente a la SPL humana y bacteriana confirmaron la actividad de
todos los estereoisémeros de los azidofosfatos. Asimismo, se corrobord que tanto la

estereoquimica del fragmento de azidoalcohol como la presencia de doble enlace entre



las posiciones C4 y C5 no son cruciales para la actividad, si bien el grupo fosfato es

determinante para la misma.

- Sintesis de sondas optimizadas para la determinacion de la actividad enzimatica de la
SPL

El compuesto RBM13 (figura 4) es una sonda fluorogénica que se desarrollé en nuestro
grupo para la determinacion de la actividad enzimatica de la SPL en ensayos in vitro. A
pesar de su selectividad, la afinidad mostrada por este sustrato resulté moderada. Ello
nos llevd a disefar analogos modificados de segunda generaciéon que mejorasen las
propiedades del sustrato original. A partir de consideraciones estructurales del centro
activo de la enzima, razonamos que la afinidad de la sonda podria aumentar por
alejamiento del resto de cumarina voluminosa del fragmento de aminofosfato en RBM13.

De esta forma, se disefiaron los analogos RBM7-077 y RBM7-148 indicados en la figura 7.
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Figura 7. Sonda RBM13 y analogos de segunda generacion (RBM7-077 y RBM7-148) como sondas para la

determinacion de la actividad enzimatica de la SPL

De acuerdo con nuestras expectativas, estas nuevas sondas han resultado mejores
sustratos de la reaccién catalizada por la SPL, tal como se muestra en la tabla 3. Ademas,
hemos visto que estas sondas, que no son permeables a las células, pueden ser

formuladas en nanoparticulas e incorporadas por las células.

Tabla 3. Parametros cinéticos de la hSPL

Substrato KM (mM) Vmax (pmol-min Vmax/KM
RBM13 2071,7 £ 143,2 110,0 = 23,8 0,05
RBM7-077 132,2 + 14,2 262,7 £ 13,1 1,99

RBM7-148 509.4 + 80,5 441,6 £ 21,9 0.87




3. Relevancia y posibles implicaciones

1. Estudio del perfil de lipidos (esfingolipidos) como biomarcadores de la lesion medular.
Los anélisis realizados tanto en modelo murino como en las muestras de plasma de
humanos indican que hay cambios en algunas especies, ademas de la S1P. Estos
cambios sugieren nuevas dianas terapéuticas. Habria que ampliar el nimero de

muestras analizadas para validar los resultados preliminares obtenidos.

2. La modulacion de la concentracion intracelular y extracelular de S1P mediante
actuaciones sobre la SPL en el sistema nervioso central es una estrategia viable en la
fisiopatologia de la lesion medular. Los resultados de la caracterizacion de la via
esfingosina-S1P-S1PR tras la lesion medular indican que la concentracién de S1P
depende exclusivamente de la concentracion de esfingosina a tiempos cortos (hasta 24

horas) para luego verse modulada por la concentracién y actividad de la SPL.

3. Utilizacion de los métodos HTS puestos a punto para la determinacion de
actividades SPL. Estos nueve métodos pueden permitir realizar estudios de actividad

tanto en células como en tejidos de una manera rapida y sencilla.

4. Posibilidad de modular la concentracion de S1P mediante inhibidores de la SPL. Los
compuestos de tercera generacién obtenidos en el proyecto, debidamente administrados,

pueden causar incrementos significativos de S1P en el lugar de la lesion
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