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Summary/Resumen

Summary

Abnormality of the enzyme metabolism system leads to a multitude of
diseases of diverse aetiology. Therefore, the detection of the activity of certain
enzymes provides valuable information useful for diagnosis, prognosis, or
assessment of response to therapy. Among the different enzymes used as
markers, there are three that occupy relevant positions given their
implications in health: alanine aminopeptidase (pepN), dipeptidylpeptidase
IV (DPP 1V) and tyrosinase (TYR). Thus, pepN is a protease involved in
several pathological processes, including the survival, growth and
development of microorganisms, in particular Gram-negative or Gram
(-) bacteria. DPP IV is a transmembrane glycoprotein found in the blood
circulation, which plays a key role in processes such as glucose metabolism
and T-cell stimulation. Additionally, it is overexpressed in colon, kidney,
prostate and thyroid cancers, and may even serve as a diagnostic marker in
patients with lysosomal storage diseases. Finally, TYR is an enzyme whose
abnormal expression or activation is associated with diseases such as
melanoma or Parkinson's disease. For all these reasons, the detection of these
enzymes is of great interest to the scientific community since, in addition to
allowing the diagnosis and monitoring of the disease in which they are
involved, they can become very attractive targets for pharmacological
therapy.  Among the different enzyme activity assays, fluorimetric
techniques, and more specifically, fluorescence imaging microscopy, are of
great interest due to their high sensitivity and non-invasive nature. In
addition, two-photon excitation fluorescence microscopy (TPM) at near-
infrared wavelengths (NIR) allows for in-depth imaging of the interior of the
organism under study, while super-resolution fluorescence microscopy
(among the various existing methods, the STED method, Stimulated Emission
Depletion) achieves, as its name suggests, the acquisition of images with an
associated improvement in resolution. Therefore, the synthesis and
application of new NIR fluorescent probes, excitable by two photons and
useful for super-resolution microscopy, is of great interest in biological
analysis.

As a consequence of the above introduction, this Doctoral Thesis has been
proposed with the aims of synthesising, photophysically characterising and
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SUMMARY/RESUMEN

applying to the study of cells, tissues and living organisms, three new
fluorescent sensors that are specific for each of the three enzymes mentioned
above and that meet the aforecited requirements. For this purpose, by starting
from the dicyanomethylene-4H-pyran (DCM-NH:) derivative, well known as
a NIR sensor in which there is an intramolecular charge transfer (ICT), the
DCM-NH-Ala, DCM-NH-Pro-Gly and DCM-HBU sensors have been
obtained by coupling an alanine residue, a proline-glycine dipeptide, and a
4-hydroxybenzylamine group, respectively, as pepN, DPP IV and TYR-acting
groups. The addition of the aforementioned groups quenches the NIR
fluorescence of the DCM-NH2 fluorophore due to the strong electron acceptor
effect of the amide bond. Subsequently, when the enzyme in question acts,
DCM-NH: is released, restoring the intramolecular charge transfer and
emitting an intense fluorescent signal with a maximum above 660 nm. Since
the fluorescent signals of the sensors occur in the range between 500 and 550
nm, which is the wavelength range where the DCM-NH- compound bound
to the various electronic acceptors shows a weak signal, the synthesised
sensors can be considered as ratiometric probes, which supposes an
additional advantage in detection, as it allows the calculation of enzyme
activity through the ratio between the signal around 660 nm (corresponding
to the DCM-NH:generated when the enzyme breaks the amide bond) and the
signal in the range 500-550 nm.

With the synthesis and application of the DCM-NH-Ala sensor, a new
methodology for the identification of Gram-negative bacteria expressing
pepN has been proposed. Thus, hydrolysis of this substrate by pepN
produces a strong increase in the fluorescence band with peak at 662 nm when
excited by a single photon of 480 nm or by two NIR photons (of approximately
800 nm). The rate of increase of the emission signal depends on the
intracellular concentrations of pepN, providing a powerful tool to detect
various virulent bacteria within a few minutes and with the inherent
advantages of biphoton excitation. The enzyme kinetics has been solved,
Michaelis-Menten parameters have been obtained and the photophysics of
the released DCM-NH: fluorophore has been studied. Furthermore, DCM-
NH: meets the requirements for use in super-resolution microscopy. This
methodology has shown that in bacteria with high pepN activity, the enzyme
production sites are mainly located in the bacterial membrane, as well as in
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some structures inside the bacterial body. In addition, this sensor has been
shown to be useful in the measurement of enzyme activity during bacterial

biofilm formation.

With regard to the DCM-NH-Pro-Gly sensor, when the dipeptide group is
released by the specific enzymatic action of DPP 1V, again the ICT of DCM-
NHoz is restored, forming a system that shows a high ratiometric fluorescence.
With this new probe, it has been possible to detect, rapidly and efficiently, the
enzymatic activity of DPP IV in live cells and human cancerous tissues, both
colon and kidney, as well as in whole organisms, using zebrafish, in which
the quantitative expression of DPP IV activity has been followed with the days
post-fertilisation (dpf) of the fish, by quantitative calculation of the NIR
fluorescence intensity. In addition to these results and due to the possibility
of multiphoton excitation, it has been possible to quantitatively detect DPP IV
activity in human serum in a direct way, without the need for additional
treatments to eliminate the autofluorescence (and subsequent uncontrollable
photobleaching) that human serum shows when excited by a single photon of
visible light.

Finally, the DCM-HBU substrate releases the aforementioned NIR fluorescent
signal after TYR-mediated oxidation followed by hydrolysis of the ureic bond.
As indicated in the previous cases, the released dye shows the characteristic
ratiometric fluorescence. In this case, the possibility of multiphoton excitation
allows fluorescence imaging in melanoma tissues (in which TYR is
overexpressed) at greater tissue depths than previously proposed probes,
because both excitation and emission light have a wavelength that avoids the
drawbacks of UV and Visible light in biological systems, such as cellular
absorption, autofluorescence and scattering. In addition, the probe is also
useful for quantitative detection of TYR activity in whole organisms, as
demonstrated in zebrafish larvae with TYR activity. It is expected that this
new NIR, biphotonic, ratiometric fluorescent probe will be useful for the
accurate detection of TYR in complex biosystems at greater depths than other
previously proposed fluorescent probes.

It should be noted that inhibition studies for all three enzymes, both in vitro
and in vivo, clearly reveal that the sensors are sensitive to the action of their
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corresponding enzyme. Thus, when the enzyme is inhibited, the substrate
does not suffer significant alterations in its photophysical properties.

Resumen

Multitud de enfermedades de diversa etiologia son producidas por anomalias
en el metabolismo del sistema enzimatico. Por lo tanto, la deteccién de la
actividad de ciertas enzimas proporciona informacion ttil para el diagndstico,
el pronostico, o la evaluacion de la respuesta a la terapia. Entre las diferentes
enzimas utilizadas como marcadores, existen tres que ocupan unas posiciones
relevantes dadas sus implicaciones en la salud: la alanina aminopeptidasa
(pepN), la dipeptidilpeptidasa IV (DPP IV) y la tirosinasa (TYR). Asi, la pepN
es una proteasa implicada en varios procesos patologicos, entre los que se
encuentra la supervivencia, el crecimiento y el desarrollo de
microorganismos, en concreto las bacterias gramnegativas o Gram (-). Por su
parte, la DPP IV es una glicoproteina transmembrana encontrada en la
circulacion sanguinea, la cual juega un papel clave en procesos como el
metabolismo de la glucosa y la estimulacion de las células T. Adicionalmente,
se encuentra sobreexpresada en cancer de colon, rifién, prostata y tiroides, y
puede servir incluso como marcador de diagndstico en pacientes con
enfermedades de depdsito lisosomal. Finalmente, la TYR es una enzima cuya
expresion o activacidn andmala estd asociada con enfermedades como el
melanoma o el Parkinson. Por todo ello, la deteccién de las mismas suscita un
gran interés en la comunidad cientifica dado que, ademds de permitir el
diagnostico y seguimiento de la enfermedad en la que estén implicadas,
pueden convertirse en dianas muy atractivas para la terapia farmacolégica.
Entre los distintos ensayos de actividad enzimadtica, las técnicas
fluorimétricas, y mads concretamente, la microscopia de imagen de
fluorescencia, son de gran interés dada su alta sensibilidad y su caracter no
invasivo. Adicionalmente, la microscopia de fluorescencia con excitacion por
dos fotones (Two-photon microscopy, TPM) de longitud de onda cercana al
infrarrojo (por sus siglas en inglés, NIR) permite lograr imagenes a mayor
profundidad del interior del organismo estudiado, mientras que Ila
microscopia de fluorescencia de superresolucion (entre las distintas
existentes, el método STED, Stimulated Emission Depletion) consigue, como su
nombre indica, la adquisicion de imagenes con una mejoria asociada en su
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resolucion. Por ello, la sintesis y aplicacion de nuevas sondas fluorescentes
NIR, excitables por dos fotones y ttiles para microscopia de superresolucion
adquiere un gran interés en el analisis biologico.

Como consecuencia de la anterior introduccion, se ha planteado la presente
Tesis Doctoral con los objetivos de sintetizar, caracterizar fotofisicamente y
aplicar al estudio de células, tejidos y organismos vivos, tres nuevos sensores
fluorescentes que sean especificos para cada una de las tres enzimas citadas y
que cumplan los requisitos mencionados con anterioridad. Para ello,
partiendo del derivado del dicianometileno-4H-pirano (DCM-NHz), bien
conocido como sensor NIR en el que existe una transferencia de carga
intramolecular (por sus siglas en inglés, ICT), se han obtenido los sensores
DCM-NH-Ala, DCM-NH-Pro-Gly y DCM-HBU, mediante el acoplamiento de
un residuo alanina, un dipéptido de prolina-glicina, y un grupo
4-hidroxibencilamina, respectivamente, como grupos sensibles a la actuacion
de pepN, DPP IV y TYR. La adicion de los grupos mencionados extingue
(quenchea) la fluorescencia NIR del fluor6foro DCM-NH: debido al fuerte
efecto como aceptor electronico del enlace amida. Posteriormente cuando
actite la enzima en cuestién, se libera el DCM-NH: restaurandose la
transferencia de carga intramolecular y emitiendo una intensa senal
fluorescente con maximo sobre los 660 nm. Debido a que las sefales
fluorescentes de los sensores se presentan en el intervalo entre 500 y 550 nm,
que es el intervalo de longitudes de onda donde muestra una débil sefal el
compuesto DCM-NH- unido a los distintos aceptores electrénicos, los
sensores sintetizados se pueden considerar como sondas ratiométricas, lo que
supone una ventaja adicional en la deteccion, ya que permite el cdlculo de la
actividad enzimatica a través de la relacion entre la sefial alrededor de 660 nm
(correspondiente al DCM-NH: que se genera cuando la enzima rompe el
enlace amida) y la sefial en el intervalo 500-550 nm.

Con la sintesis y aplicacion del sensor DCM-NH-Ala se ha propuesto una
nueva metodologia para la identificaciéon de bacterias gramnegativas que
expresan pepN. Asi, la hidrdlisis de este sustrato por pepN produce un fuerte
aumento de la banda de fluorescencia con pico a 662 nm cuando es excitada
por un unico fotéon de 480 nm o por dos fotones NIR (de aproximadamente
800 nm). La velocidad de aumento de la sefial de emisién depende de las
concentraciones intracelulares de pepN, lo que proporciona una potente
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herramienta para detectar diversas bacterias virulentas en pocos minutos y
con las ventajas inherentes a la excitacion bifotonica. Se ha resuelto la cinética
enzimatica, obteniéndose los parametros de Michaelis-Menten y se ha
estudiado la fotofisica del fluoréforo DCM-NH: liberado. Ademas, el DCM-
NH: cumple los requisitos para su uso en microscopia de superresolucion.
Con esta metodologia se ha conseguido mostrar que en bacterias con alta
actividad pepN, los sitios de produccion de la enzima se encuentran situados
principalmente en la membrana bacteriana, asi como en algunas estructuras
del interior del cuerpo bacteriano. Adicionalmente, se ha demostrado la
utilidad de este sensor en la medida de la actividad enzimatica durante la

formacion de biofilms bacterianos.

En lo que respecta al sensor DCM-NH-Pro-Gly, cuando el grupo dipéptido es
liberado por la accion enzimatica especifica de la DPP IV, de nuevo el ICT del
DCM-NH: se restablece, formando un sistema que muestra una elevada
fluorescencia ratiométrica. Con esta nueva sonda, se ha podido detectar,
rapida y eficazmente, la actividad enzimatica de la DPP IV en células vivas y
tejidos humanos cancerigenos, tanto de colon como de rifidén, asi como en
organismos enteros, utilizando el pez cebra, en el que se ha seguido la
expresion cuantitativa de la actividad de DPP IV con los dias post fecundacion
(dpf) de los peces, mediante el cdlculo cuantitativo de la intensidad de
fluorescencia NIR. En adicion a estos resultados y debido a la posibilidad de
la excitacion multifoténica, se ha podido detectar cuantitativamente, la
actividad de DPP IV en el suero humano de una forma directa, sin la
necesidad de tratamientos adicionales que eliminen la autofluorescencia (y el
posterior e incontrolable fotoblanqueo) que muestra el suero humano cuando
se excita por un solo fotén de luz visible.

Por ultimo, el sustrato DCM-HBU libera la ya mencionada sefal fluorescente
NIR tras una oxidaciéon mediada por TYR seguida de la hidrolisis del enlace
ureico. Como se ha indicado en los casos anteriores, el colorante liberado
muestra la caracteristica fluorescencia ratiométrica. En este caso, la
posibilidad de la excitaciéon multifoténica permite la obtencion de imagenes
de fluorescencia en tejidos de melanoma (en los que TYR estd sobre-
expresada) a mayores profundidades tisulares que las sondas hasta ahora
propuestas, debido a que tanto la luz de excitacién como la de emision tienen
una longitud de onda que evita los inconvenientes que acarrea la luz UV y



SUMMARY/RESUMEN

Visible en los sistemas biologicos, como son la absorcién celular, la
autofluorescencia y la dispersion. Ademas, la sonda también es ttil para la
deteccion cuantitativa de la actividad TYR en organismos completos, como se
ha demostrado en larvas de pez cebra con actividad TYR. Se espera que esta
nueva sonda fluorescente NIR, bifotonica y ratiométrica sea ttil para la
deteccion precisa de TYR en biosistemas complejos a mayor profundidad que
otras sondas fluorescentes anteriormente propuestas.

Se debe resaltar que los estudios de inhibicion para las tres enzimas, tanto in
vitro como in vivo, revelan claramente que los sensores son sensibles a la
actuacion de su enzima correspondiente. Asi, cuando esta es inhibida, el
sustrato no sufre alteraciones significativas en sus propiedades fotofisicas.
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I. Introduccion

I.1. Justificacion del trabajo

Las enzimas juegan un papel muy significativo en el campo del
diagnostico y la terapéutica dada su implicacion en el metabolismo celular.
Con frecuencia, multitud de patologias de distinta indole estan asociadas a
desordenes enzimaticos, ya sea por cursar con un aumento o, por el contrario,
con una disminucién en la expresion y/o actividad de una o varias enzimas
especificas (1-3). Por ello, su detecciéon en un medio bioldgico resulta de gran
interés clinico por la valiosa informacion que puede proporcionar. Entre las
muchas enzimas interesantes, la alanina aminopeptidasa (pepN), la dipeptidil
peptidasa IV (DPP IV) y la tirosinasa (TYR) ocupan una posicion relevante y
a su deteccion en diferentes sistemas vivos, se ha dedicado la presente Tesis
Doctoral.

Como es conocido, el estudio y comprensiéon de los procesos
bioldgicos se puede lograr a través de la adquisicion y analisis de imagenes
de microscopia. Para obtener imagenes representativas de moléculas
especificas que estan presentes a bajas concentraciones en células y tejidos
vivos, las técnicas de imagen deben de ser altamente sensibles. Por esta razon,
atrae en la actualidad mucha atencion el empleo de sondas fluorescentes
moleculares para monitorizar la actividad bioldgica a través de la medida de
la concentracion de iones y moléculas de importancia, en el interior de células,
tejidos y organismos vivos, mediante imdgenes de microscopia de
fluorescencia, tanto de intensidad como de tiempos de vida (4). En adicion a
su gran sensibilidad, se debe de citar el cardcter no invasivo de las sondas
fluorescentes en general. Asi, mediante la informacién que estas técnicas
proporcionan, se estan logrando avances tinicos en el andlisis bioldgico y en
la visualizacion de acontecimientos dindmicos en el interior de los organismos
investigados, por lo que la sintesis y aplicacion de nuevas sondas
fluorescentes adquiere gran relevancia en la actual investigacion de procesos
intracelulares e intercelulares (5).

Uno de los requisitos fundamentales que han de tener estos sensores
para que las imdagenes de fluorescencia puedan revelar con suficiente
sensibilidad la funcidn que se desea explorar es que la emision de la sonda no
solape con la de ningtin otro compuesto en el organismo estudiado al objeto
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de que no distorsione la estimacidon que se persigue. Asimismo, es necesario
una senal suficientemente alta para que las imdagenes sean brillantes y
destaquen del fondo con claridad. Con estos requerimientos, se han disefiado
sondas fluorescentes que emiten a longitudes de onda y con tiempos de
decaimiento de fluorescencia diferentes de la autofluorescencia que presentan
las células y tejidos (6). Asi, se han sintetizado moléculas fluorescentes que
emiten en el rojo y cerca del infrarrojo (NIR, “near infra-red”) (7-9), lo que
consigue evitar en gran medida el posible solapamiento con la
autofluorescencia de los fluidos biologicos. En un buen ntiimero de casos,
dichas sondas fluorescentes que requieren la excitacion de la luz ultravioleta-
visible (UV-Vis) se han empleado con la microscopia de un fotéon (OPM, “one-
photon microscopy”). Esto limita practicamente su uso a la investigacion in vivo,
siendo dificil obtener imagenes claras en las muestras bioldgicas a cierta
profundidad debido a la absorcion de la luz de excitacion, las propiedades de
dispersion de los tejidos y su autofluorescencia, todo lo cual provoca una
degradacion de la resolucion de la imagen. No obstante, suele ser una
solucién aceptable cuando se pretenden obtener imdagenes en fluidos
biologicos o en células. Sin embargo, para lograr una penetracion profunda
en el interior del organismo, es requisito indispensable que la luz incidente
sea también de longitud de onda larga. Para alcanzar este objetivo, se puede
utilizar la metodologia consistente en excitar el fluoroforo mediante la
absorcién de dos fotones (TPA) simultaneos de una longitud de onda NIR que
duplique o exceda la que se necesitaria para excitar ese mismo fluoréforo con
un solo fotén (10, 11), técnica conocida con el nombre de microscopia de
fluorescencia por dos fotones (TPM, “two-photon microscopy”).

Ademds de estos progresos, otros avances recientes en la
instrumentacion de la microscopia, junto con la combinacion de diferentes
enfoques fotofisicos y matematicos, han permitido superar el limite de
difraccion de la luz en lo que a resolucién de las imagenes se refiere, lo que ha
ampliado el campo de la microscopia de fluorescencia hasta la escala
nanomeétrica. Entre estas técnicas, el denominado método STED (Stimulated
Emission Depletion), introducido por Hell y Wichmann en 1994 (12), es uno de
los mas interesantes.

Para alcanzar la deteccion cuantitativa de la actividad enzimatica en el
interior de sistemas vivos tales como células, tejidos y organismos completos,
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una de las estrategias mas interesantes es el disefio de sondas ratiométricas.
Las sondas fluorescentes ratiométricas estan constituidas por dos fluoréforos
en la misma molécula que proporcionan dos sefiales independientes, una
activable en presencia de la diana y otra que no se altera en presencia de esta
ultima. Asi se consigue eliminar los errores debidos a los cambios en las
concentraciones locales de sonda que alteran la intensidad de la fluorescencia,
ya que la cuantificacion de la diana se efectia mediante la relacion entre la
sefal activable y la inerte, en vez del empleo exclusivo de la intensidad de la
sefal correspondiente al fluoroforo activable con la diana.

Aunque se han propuesto varias sondas fluorescentes para detectar la
actividad de las tres enzimas objeto de estudio en esta Tesis, hasta la fecha no
se ha formulado ninguna que retna las caracteristicas de emitir intensa
fluorescencia NIR, poder excitarse mediante dos fotones NIR simultaneos,
producir una sefal dual ratiométrica y resultar ttiles en microscopia de
superresolucion, junto a una buena biocompatibilidad y la alta especificidad

caracteristica de las reacciones enzimaticas.

I.2. Objetivos

Teniendo en cuenta las anteriores ideas, el objetivo general de la
presente Tesis Doctoral es la sintesis, caracterizacion fotofisica y aplicacion de
tres nuevos sensores fluorescentes utiles para la deteccion de pepN, DPP IV y
TYR en células vivas, tejidos y organismos completos, no sélo mediante
microscopia convencional de fluorescencia confocal, sino también con
excitacion multifotonica y de superresolucion. Para ello, se llevaran a cabo los
siguientes objetivos especificos:

1) Sintetizar el derivado del benzopirano, dicianometileno-4H-
pirano (DCM-NH:) como fluoréforo con emisiéon cercana al
infrarrojo (NIR). Se trata de un fluoréforo del tipo D-n-A (grupo
dador-puente n-grupo aceptor) con alta fotoestabilidad y que
muestra un desplazamiento de Stokes de aproximadamente 170
nm, gracias a la transferencia de carga interna que se produce tras
su excitacion electronica. Ademas, posee grandes ventajas, no sélo
en lo que se refiere a sus propiedades fotofisicas sino también en
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la facilidad con la que se puede etiquetar con un buen ntimero de
sustituyentes.

Partiendo de dicho derivado como ntcleo comun, sintetizar los
sensores DCM-NH-Ala, DCM-NH-Pro-Gly y DCM-HBU, dtiles
para la deteccion de las enzimas: pepN, DPP IV y TYR.

Realizar la caracterizacion fotofisica y enzimatica necesarias de las
sondas sintetizadas en disolucion, al objeto de proponerlas como
posibles sensores utiles de las enzimas citadas en sistemas
biologicos, aprovechando su conocida biocompatibilidad.

Aplicar dichos sensores a diversos sistemas bioldgicos como son,
el suero humano, diversas lineas celulares vivas, tejidos tumorales
y organismos completos, para la deteccion de la actividad
enzimatica correspondiente.

En la aplicaciéon de las nuevas sondas a los distintos sistemas
bioldgicos, se ensayaran las metodologias de microscopia con
excitacion por dos fotones y microscopia de superresolucion,
debido a que las estructuras de los nuevos sensores predicen unas
caracteristicas fotoquimicas favorables para el empleo de las
metodologias mencionadas.
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II. Antecedentes bibliograficos
II.1. Enzimas como sensores en el diagnostico biomédico

I1.1.1. Enzimas de interés como marcadores en distintas patologias

Las enzimas, como biocatalizadores, se han utilizado ampliamente en
procesos industriales como la elaboracién de alimentos, la fermentacion de la
cerveza, los detergentes para la ropa, procesos de decapado, y para controlar,
asi como para acelerar, las reacciones cataliticas con el fin de obtener
rapidamente y con precision diversos productos finales con interés comercial
(13). Ademas, las enzimas se utilizan ampliamente tanto a escala de
laboratorio como a nivel industrial para una amplia gama de aplicaciones,
como la bioconversion estereoespecifica, la utilizacién de residuos en
productos finales beneficiosos y/o respetuosos con el medio ambiente, la
mejora de las materias primas, etc. (14-16) El potencial exacto de estos notables
catalizadores atin no se ha determinado por completo, por lo que se estan
explorando mas a fondo nuevos usos de las enzimas existentes (17).

A nivel metabdlico, las enzimas desempefian un papel clave en la
supervivencia de todos los organismos puesto que su funcién especifica es
catalizar las reacciones quimicas. La anomalia en el metabolismo del sistema
enzimatico conduce a muchas enfermedades. Por lo tanto, debido a las
notables propiedades de las enzimas, éstas se utilizan en el examen clinico
como un marcador especifico para el diagnostico de dichos trastornos. En las
ultimas dos décadas, investigadores de todo el mundo se han centrado mas
en las aplicaciones clinicas de las enzimas, como la fosfatasas acida y alcalina,
la alanina transaminasa, la aspartato transaminasa, la creatina quinasa MB, la
gelatinasa B, la lactato deshidrogenasa, etc. (18) Las enzimas actian como
biomarcadores especificos de enfermedad, como el infarto de miocardio, la
enfermedad renal, la enfermedad hepatica, la artritis reumatoide, la
esquizofrenia, el cancer, etc. Proporcionan informacion sobre el estado de la
enfermedad mediante el diagnostico, el prondstico o la evaluaciéon de la
respuesta a la terapia.

El diagnodstico y el seguimiento de las enfermedades necesita de
examenes rutinarios de muestras clinicas y otras pruebas asociadas. Estos
requieren métodos analiticos tipicos que exigen habilidad y tiempo para
recoger el volumen de muestra necesario para realizar las pruebas clinicas.
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Las enzimas que se utilizan para la deteccion/diagndstico o el prondstico de
enfermedades se denominan "enzimas de diagnostico” (18). Debido a su
especificidad de sustrato y a su actividad cuantificada en presencia de otras
proteinas, las enzimas son las preferidas en el diagndstico y, por tanto, pueden
utilizarse con este fin en la deteccion de enfermedades. Un estado de
enfermedad suele provocar danos en los tejidos, dependiendo de la gravedad
de la misma. En tales condiciones, las enzimas especificas de los drganos
enfermos se liberan en la circulaciéon sanguinea con una mayor actividad
enzimatica. La medida de dicha actividad en la sangre/plasma, o en cualquier
otro fluido corporal, se ha empleado en el diagnostico de tejidos/érganos
enfermos (19).

La evaluacion del nivel sérico de determinadas enzimas se ha utilizado
como indicador de danos celulares que dan lugar a la liberacion de
componentes intracelulares en el torrente sanguineo. Asi, por ejemplo,
cuando un especialista revela que una persona tiene que someterse a un
ensayo enzimatico neuroldgico, el propdsito es determinar si existe o no un
dano cerebral. Las enzimas que se analizan habitualmente para el diagndstico
de diversas enfermedades son la fosfatasa alcalina, la creatina quinasa, las
aminotransferasas (alanina aminotransferasa y aspartato aminotransferasa),
las deshidrogenasas (sorbitol deshidrogenasa y lactato deshidrogenasa), la
colinesterasa, la ciclooxigenasa, la fosfatasa acida tartrato-resistente, etc.).
Aungque existen muchas otras que también se utilizan en el diagnodstico clinico
de diferentes enfermedades tanto a nivel humano como en veterinaria.

Algunas enzimas que facilitan el diagndstico rapido de diversas
patologias son las siguientes:

Enfermedades dseas, trastornos autoinmunes e inflamatorios

Hay diferentes enzimas que se utilizan como marcadores en este tipo
de enfermedades. La fosfatasa alcalina (ALP) se correlaciona con la tasa de
crecimiento 6seo (20). Su aumento en suero indica un incremento de la
actividad osteoblastica o una formacién 6sea activa como en el caso de la
enfermedad de PAGET o la artritis reumatoide. Otras patologias que pueden
dar lugar a niveles elevados de ALP son el raquitismo, la osteomalacia, el
hipertiroidismo y el hiperparatiroidismo. También el nivel de catepsina D
aumenta significativamente con la progresion de la artritis reumatoide (21),
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asi como los niveles séricos de lisozima, lo que sirve de indicador de la
actividad de los monocitos/macréfagos (22). La gelatinasa B
(metaloproteinasa de la matriz 9, MMP-9) estd implicada en una serie de
procesos patoldgicos que se producen en las enfermedades autoinmunes (23).
La MMP-9 humana es una enzima marcadora de la artritis reumatoide (24) y
también desempenia un papel clave en la patogénesis del lupus eritematoso
sistémico (25). La deteccion de la esterasa leucocitaria en el liquido sinovial es
una herramienta muy valiosa en el diagndstico de la infeccion de la
articulacion periprotésica (26). La fosfatasa acida tartrato-resistente (TRAP) se
encuentra en los osteoclastos y se libera a la circulacién durante la resorcion
6sea. Su nivel aumenta en la artritis reumatoide, la osteoporosis y los
trastornos 0seos metabdlicos (27).

Cancer

Numerosos tipos de cdncer estdn intimamente ligados a la
sobreexpresion de una o varias enzimas. El nivel de fosfatasa acida en la
glandula prostatica masculina (PAP) es 100 veces mayor que en cualquier otro
tejido corporal y se expresa fuertemente en las células del cdncer de prostata,
especialmente en las metdstasis Oseas (28). Por otra parte, la expresion
anomala de las isoenzimas de la ALP, genéticamente diferenciadas, es ttil en
el seguimiento del cancer, especialmente de tumores de células germinales.
Los niveles elevados de alanina transaminasa (ALT) también se asocian a un
mayor riesgo de carcinoma hepatocelular (29). La catepsina D en el tejido de
la mama es util para predecir cadncer de mama en mujeres que corren el riesgo
de una recidiva temprana (30). Se ha demostrado una mayor expresiéon de
catepsinas de cisteina (CCs) en muchos tumores humanos, incluyendo mama,
ovario, cuello uterino, pulmodn, cerebro, cabeza, cuello, melanoma y céncer
gastrointestinal. La expresion de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) es un
acontecimiento temprano en la tumorogénesis y desempenia un papel en la
progresion del tumor en general (31). La sobreexpresion de la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (G6PD) estd estrechamente relacionada con la
progresion del cancer gastrico (32). La lactato deshidrogenasa (LDH) esta
ampliamente expresada en diferentes tejidos humanos y de ahi su asociacion
con multiples tipos de cancer (33-40).
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Diabetes

Ademas de los factores de riesgo convencionales, como la edad, la
diabetes y el sexo femenino, los niveles mas altos de ALP pueden considerarse
un factor de riesgo relacionado con la fibrosis hepatica en pacientes con
esteatohepatitis no alcoholica y diabetes de tipo 2 (41).

Infarto de miocardio

Cuando el mtsculo cardiaco muere durante un infarto de miocardio,
libera muchas moléculas en el torrente sanguineo, una de las cuales es la
creatina quinasa (CK), cuyos niveles son significativamente mas altos en
pacientes con infarto agudo que en los de control. Se ha demostrado que la
CK existe en tres formas moleculares: MM, MB y BB. Mientras que la CK total
se reconoce como inespecifica, la CK-MB es el medio mas especifico, preciso
y rentable de detectar el infarto de miocardio (42).

Enfermedad hepitica

Niveles elevados de determinadas enzimas se asocian a todas las
formas de trastornos hepatobiliares primarios y secundarios. Asi, el aumento
del nivel sérico de la ALT indica una enfermedad hepatica grave,
generalmente una hepatitis viral y una necrosis hepatica tdxica (43). Niveles
altos de ALP en suero indican un incremento de la actividad hepatocitica en
la enfermedad hepatobiliar. Un aumento significativo del nivel sérico (10-100
veces lo normal) de la aspartato transaminasa (AST) denota daros graves en
el higado (hepatitis viral o necrosis hepatica toxica) o en las células del
corazon. La enfermedad hepatobiliar también produce un aumento de la
actividad de la gamma glutamil transferasa (GGT) en suero.

Pancreatitis

Estd demostrado que el aumento de amilasa sérica es un marcador
sensible de pancreatitis agudas en las primeras 24 h al inicio de los sintomas
(44). Por otro lado, los niveles de lipasa sérica también sirven como indicador
para detectar pancreatitis aguda y dafio pancreatico (45).
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Enfermedad renal

Para la deteccion temprana de la nefropatia diabética, se utiliza
principalmente como indicador la N-acetil-3-D-glucosaminidasa (NAG), una
glicosidasa lisosomal urinaria (46). Ademas, se ha visto que la concentracion
de lisozima en orina es un indicador sensible de dafo renal (47).

Trastornos dentales

La enfermedad periodontal es una de las enfermedades inflamatorias
mas comunes de la cavidad oral, caracterizada por la destruccion progresiva
del hueso alveolar y de los tejidos blandos que rodean los dientes. Se observan
niveles mas altos de AST en los fluidos creviculares gingivales de las zonas
enfermas. La relacion entre los niveles de AST en la saliva y el liquido
crevicular gingival con la progresion de la enfermedad periodontal se ha
estudiado en un gran nimero de pacientes (48).

Esquizofrenia

La butirilcolinesterasa (BChE) es una enzima que se ha investigado por
su posible papel en los trastornos neurodegenerativos y neuropsiquiatricos.
Los pacientes con esquizofrenia tienen una actividad de BChE en plasma mas
alta que los controles (49).

El interés por las enzimas en investigacion estd en auge, dado que,
como se ha visto, una actividad enzimdtica desregulada puede asociarse
intimamente con multitud de enfermedades de diversa etiologia (50),
convirtiéndolas ademds en dianas muy atractivas para la terapia
farmacologica (51, 52). Entre las diferentes enzimas utilizadas como
marcadores, existen tres que ocupan una posicion relevante dadas sus
implicaciones en distintos procesos patoldgicos: la alanina aminopeptidasa
(pepN), la dipeptidilpeptidasa IV (DPP IV) y la tirosinasa (TYR). Dado que
estas enzimas son objeto de estudio en esta Tesis Doctoral a continuacion se
describiran con mas detalle.
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Alanina aminopeptidasa

Las aminopeptidasas son wuna familia de metaloproteasas
(dependientes de Zn), que tras la accién del proteosoma intervienen
intracelularmente en las etapas finales de la degradacion de proteinas, siendo
una funcién importante para la presentacion de antigenos asociados al
sistema de histocompatibilidad celular. Ademads, la actividad de estas
aminopeptidasas esta asociada a la aparicion, proliferacion y diseminacion de
tumores (53). En la actualidad, inhibidores de las aminopeptidasas se
encuentran en ensayos de fase clinica como fdrmacos antitumorales en
leucemia y linfoma. Por otro lado, la implicacion de las proteasas bacterianas
es relevante en determinadas patologias, ya que la proteolisis estd implicada
en los procesos fundamentales para la supervivencia, el crecimiento y el
desarrollo de los microorganismos (54).

Dentro de las aminopeptidasas, la alanina aminopeptidasa ocupa una
posicion notoria. Esta enzima, también conocida como aminopeptidasa N
(APN/CD13) es una exopeptidasa proteolitica que hidroliza selectivamente
péptidos con alanina en posicion N-terminal y libera aminoacidos N-
terminales (55, 56). Presenta una amplia especificidad de sustrato que hace
que tenga un papel fundamental en el procesamiento de péptidos bioactivos
como bradiquininas y encefalinas, por lo que se ha asociado con la progresion
tumoral en cdncer de mama (57). Adicionalmente, su sobreexpresion se ha
asociado con desoérdenes proinflamatorios, por lo que se considera una diana
molecular para el tratamiento de artritis reumatoide, nefropatia diabética y la
inflamacion asociada a procesos tumorales (58, 59).

En lo que respecta a la alanina amino peptidasa bacteriana homoéloga
codificada por el gen pepN estd presente en bacterias Gram (-), como
Escherichia coli (E. coli), pero no en bacterias Gram (+) (60). La alanina
aminopeptidasa de E. coli (0 pepN) es una metaloaminopeptidasa de amplia
especificidad que depende de Fe y, en menor medida, de Zn. En E. coli, la
pepN es la tnica alanil aminopeptidasa responsable de la degradacion de
proteinas citosolicas independiente del ATP (61), por lo que estd muy
implicada en funciones importantes como el mantenimiento del proteoma y
el uso de nutrientes. Su estructura se muestra en la figura II.1.
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Figura IL1. Estructura pepN (AlphaFold Database, AF-A0A7I2V2X8). Figura realizada
mediante PyMOL.

Resulta de gran interés el hecho de que los patégenos bacterianos
utilizan las proteasas y peptidasas para dirigirse a funciones especificas del
huésped (62), como es el caso de la proteasa pepN, que estd implicada en una
mayor patogenicidad en Mycobacterium tuberculosis, probablemente debido a
su interaccion directa con los macrofagos del huésped (63, 64). Ademas, se ha
destacado previamente la importancia de la localizacion de pepN en la
interaccion macrofago-bacteria (65), lo que revela la importancia de
desarrollar métodos para detectar proteasas en bacterias. En otras situaciones,
la pepN puede facilitar la eliminacién de patdgenos bacterianos por parte de
los organismos, ya que los neutrofilos son capaces de dirigirse directamente a
la proteina pepN bacteriana para opsonizar bacterias como Streptococcus
pneumoniae (66).

Especial atencion merecen las biopeliculas o mas comunmente
conocidas como biofilms bacterianos. Se entiende por biofilm toda colonia
organizada de células bacterianas que crece embebida en una matriz
extracelular polimérica fabricada por ellas mismas y adherida a una superficie
inerte o tejido vivo (67). Presentados como la forma mas comun de
crecimiento de las bacterias en la naturaleza, los biofilms se pueden
desarrollar, en condiciones dptimas, por cualquier tipo de bacteria. Aunque
su composicion es variable, normalmente, el 15 % de su volumen estd
constituido por las propias colonias bacterianas, mientras que el resto es
matriz extracelular (85 %), cuya composicion a su vez consiste
mayoritariamente en agua y otras sustancias poliméricas, principalmente
exopolisacaridos (68), de tipo neutro/polianiénico (en biofilms de tipo
gramnegativos) o catidnico (para los grampositivos) (69), y en menor medida,
proteinas, DNA, RNA, lipidos y otras biomoléculas (70, 71). En relacién a su
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grosor y tamano, pueden ser muy variables (72). Su formacién, que requiere
de una senalizacidn intracelular, conocida como quorum sensing asi como de
la transcripcion de diferentes genes, ocurre en varias etapas: 1)
contacto/adhesion inicial a la superficie; 2) formacion de microcolonias; 3)
secrecion de la matriz del biofilm; 4) crecimiento y maduracion del biofilm
(mediante la formacidn de intersticios y canales en su interior de la matriz
para el transporte de agua, nutrientes y oxigeno) y 5) finalmente el
desprendimiento/liberacion del biofilm para la colonizacién y diseminacién
en un nuevo lugar (73).

Se estima que sobre el 65 % de las infecciones bacterianas estan
asociadas con la formacién de biofilms (74). Estas incluyen endocarditis de
valvula nativa, otitis media, osteomelitis, y fibrosis quistica, entre otras (75);
asi como aquellas asociadas a dispositivos médico-quirtargicos permanentes,
como catéteres venosos centrales, valvulas cardiacas mecanicas, lentes de
contacto, protesis articulares, dispositivos intrauterinos, etc. (76). En el caso
de las bacterias gramnegativas, estas son las principales responsables de la
formacion de biofilms en periodontitis (Pseudomonas aerobicus y Fusobacterium
nucleatum, principalmente), prostatitis bacteriana (E. coli o Pseudomonas
aeruginosa), e infecciones nosocomiales, como neumonia en cuidados
intensivos (bacilos gramnegativos) o cistitis por catéteres urinarios (E. coli y
otros bacilos gramnegativos).

Si por algo se caracterizan los biofilms, es por su capacidad para
soportar los tratamientos antimicrobianos, siendo hasta 1000 veces mas
resistentes a los mismos que las bacterias en cuestion en su forma aislada. De
ahi su dificil erradicacion y su implicacion en la aparicion de resistencias. Se
estima que son responsables de mas del 80 % de las infecciones microbianas
cronicas y recurrentes en humanos (77).

Pese a su evidente connotacién negativa, se debe resaltar que, en
algunas ocasiones, los biofilms tienen una funcién positiva. Asi, por ejemplo,
los biofilms generados por lactobacilos presentes en la flora vaginal previenen
la colonizacion por microorganismos patdgenos, ejerciendo una funcién
protectora para el organismo. Por otro lado, se estd investigando sobre su uso
como agentes de biorremediacion (78).
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Por todo ello, en los ultimos tiempos se estan llevando a cabo multitud
de investigaciones dirigidas a descifrar los mecanismos que hay detras de la
formacion de los biofilms al objeto de, en ultimo lugar, identificar dianas
especificas para el arsenal terapéutico disponible, o potenciar sus efectos
beneficiosos (79-82).

Por lo tanto, estas peptidasas, incluida la pepN, pueden servir de diana
en la busqueda de inhibidores antimicrobianos para luchar contra las
infecciones bacterianas que son dificiles de tratar debido al aumento de la
resistencia a los antibioticos (83). En la actualidad, existe escasez de dichos
inhibidores, siendo la mayoria de ellos producidos por microorganismos y
purificados a partir de cultivos de estos. El inhibidor mas utilizado es la
bestatina, que también se ha utilizado como modelo para estudiar las
funciones fisiologicas de esta enzima (84). Por lo tanto, debido a la falta de
inhibidores y a la necesidad de entender el mecanismo de accion de esta
enzima, el uso de sondas que pueden interactuar con ella proporciona un
nuevo método para estudiar la funcion de esta enzima. Adicionalmente,
puede convertirse en una nueva estrategia de diagnostico para discriminar
entre los diferentes tipos de infecciones causadas por bacterias Gram (-) (85).

Dipeptidilpeptidasa IV

Otra peptidasa de gran interés por sus implicaciones bioldgicas es la
dipeptidilpeptidasa IV (DPP IV), también conocida como antigeno de
superficie de linfocitos CD26. La DPP IV fue descrita por primera vez como
glicilprolina naftilamidasa por Hopsu-Havu y Glenner (86). Se trata de una
glicoproteina transmembrana de 110 kDa de masa molar que se expresa de
forma constitutiva como dimero (220 kDa) en una variedad de tipos celulares
(prostata, rifdn, higado y células epiteliales). La DPP IV est4 anclada en la
membrana plasmadtica con una orientacién de tipo II mediante una corta cola
citoplasmatica (aminodcidos 1-6), un dominio transmembrana (TMD)
(aminodcidos 7-28), una region flexible (residuos 29-39) y un dominio
extracelular C-terminal (residuos 40-766) que contiene la actividad catalitica
(87, 88). Su estructura se muestra en la figura I.2. Ademas de estar unida a la
membrana, también se encuentra en la circulaciéon sanguinea. La forma
soluble presente en el plasma carece de la cola intracelular y del dominio
transmembrana de la proteina, pero conserva una actividad enzimatica
sustancial (89). La DPP IV muestra actividad enzimatica especifica para un
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residuo de prolina (Pro) en la pentltima posicion de la cadena peptidica e
hidroliza el lado carboxilo de este residuo. El residuo Pro puede ser sustituido
por alanina (Ala) o hidroxiprolina (Hyp), aunque las tasas de hidrolisis para
estos sustratos son mucho menores que para el sustrato correspondiente que
contiene Pro (90, 91).

Figura IL.2. Estructura DPP IV (AlphaFold Database, AF-AOA838ARP3). Figura realizada
mediante PyMOL.

Implicada en numerosos procesos patologicos al regular la
estimulacion de las células T (92), desempenia un papel importante en varias
rutas bioquimicas, como en el metabolismo de la glucosa; por ello, la DPP IV
se ha considerado una diana para el tratamiento de la diabetes de tipo 2 (93).
Sus inhibidores se han introducido en la clinica como una clase de farmacos
hipoglucemiantes orales, denominados gliptinas, que se utilizan
habitualmente para tratar la diabetes mellitus de tipo 2 y que han demostrado
mejorar eficazmente la secrecién endodgena de insulina (94). Adicionalmente,
se ha asociado previamente con el inicio y la progresion de varios tipos de
cancer humano; por ello, se considera un importante marcador molecular y
una diana terapéutica para el cancer (95, 96). Asi, se sobreexpresa en los tejidos
de carcinoma renal humano, por lo que su bloqueo ha reducido varios
procesos relacionados con este tipo de cancer, concretamente en la linea
celular Caki-2 (97). También se ha demostrado que la DPP IV esta
sobreexpresada en varios tejidos de cancer de colon humano y en la linea
celular de cancer colorrectal humana Caco-2 (98, 99). En la prostata cancerosa,
la actividad de la DPP IV se duplicé en comparaciéon con la hiperplasia
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prostatica benigna. Ademas, también se ha encontrado una elevacion de su
actividad en la zona periférica de la prostata, donde surgen la mayoria de los
canceres de este érgano (100). En los seres humanos, los niveles mas altos de
DPP IV en el tejido prostatico canceroso frente al normal se correlacionaron
con el nivel de antigeno prostatico especifico (PSA), la fase del cancer y tanto
el tamafo del tumor como el residuo que queda del mismo (101). Ademas, la
actividad de la DPP IV se ha propuesto como marcador de los carcinomas de
tiroides (102) y también puede servir como procedimiento de diagnostico de
primer nivel para reconocer a los pacientes con enfermedades de
almacenamiento lisosomico (103).

Por ultimo, en investigaciones de los ultimos afios, se ha detectado
actividad DPP IV en pez cebra (Danio rerio) (104). Se trata de un modelo
animal idoneo para investigacion biomédica dadas sus caracteristicas
anatdmicas, fisiologicas y genéticas muy similares a los humanos y mamiferos
en general. Asi pues, no sdlo comparte la mayoria de los érganos principales
(105), sino que también existe un elevado porcentaje (de aproximadamente un
70 %) de similitud genética con el ser humano (106). Se estima que un 84 % de
los genes asociados a enfermedades humanas tienen un homologo en el pez
cebra, haciéndolo 1itil como modelo de enfermedad. Todo ello lo convierte en
una especie muy trasladable a muchos tipos de estudios, entre ellos, el cribado
de farmacos (107), cuya administracion a través del medio acuético en el que
viven, facilita enormemente el proceso. De gran interés resulta su casi
transparencia corporal (108) que ayuda a la observacion directa de sus
estructuras internas y el analisis de sus procesos fisioldgicos in vivo y en
tiempo real. Ademads, estos vertebrados de pequefio tamafio poseen una
rapida tasa de reproduccion, siendo posible el mantenimiento de un gran
numero de ellos en un area bastante limitada. Los huevos se desarrollan fuera
del cuerpo de la madre, lo que permite en gran medida el estudio del
desarrollo temprano mediante microscopia (109). Por otro lado, comparado
con los roedores, de extendido uso en experimentacion animal, poseen un
coste mas barato de cria y mantenimiento.



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Tirosinasa

La tirosinasa (TYR), también llamada monofenol monooxigenasa, es
una cuproproteina con dos iones de cobre en el sitio activo, ambos
coordinados por tres residuos de histidina. Pertenece, junto a las catecol
oxidasas y hemocianinas, al grupo de proteinas de cobre de tipo 3. Su
estructura se muestra en la figura I1.3.

Figura IL.3. Estructura TYR (AlphaFold Database, AF-USM8NO). Figura realizada mediante
PyMOL.

TYR cataliza la conversion de monofenoles en ortodifenoles (actividad
monofenolasa), seguido de la oxidacion de los ortodifenoles a los
correspondientes derivados de ortoquinonas (actividad difenolasa) en
presencia de oxigeno molecular (110) (ver figura I1.4).

OH OH o
H OH (0}
TYR TYR +H,0
1/, 0, O,
R R
Monofenol o-difenol 0-quinona

Figura I1.4. Esquema mecanismo actuacion de TYR.
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Partiendo de la tirosina, el producto final de la reaccién catalizada por
TYR es la dopaquinona, un precursor de la melanina. Asi, esta enzima se
encuentra en los melanosomas e interviene en los dos primeros pasos de la
melanogénesis en mamiferos (111, 112). Aunque la melanina tiene una
funcién principalmente fotoprotectora en la piel humana, la acumulacion de
mayores cantidades de melanina en partes especificas de la piel da lugar a
pecas y manchas marrones en el cuerpo humano. Ademas, es la causa del
pardeamiento enzimatico en frutas y hongos, lo que tiene un gran impacto
visual que disminuye la calidad comercial y el valor de los productos (113).
Sin embargo, ain mas importante para la salud humana es la expresion
andmala o activacion de TYR, ya que se asocia con varias patologias, como el
melanoma y la enfermedad de Parkinson. Por lo tanto, la monitorizacion de
la actividad de TYR ayuda a un diagnostico y tratamiento precisos de estas
enfermedades (114).

Fruto de un gran nimero de investigaciones dentro del campo, cada
vez son mas los inhibidores de TYR que se encuentran como posibles
farmacos potenciales en clinica (115). En la actualidad, algunos ya se utilizan
muy satisfactoriamente en cosmética como despigmentantes de la piel, entre
los cuales se encuentran el acido kdjico y la arbutina (116). Adicionalmente,
debido a su baja toxicidad, el efecto inhibidor de los flavonoides sobre la
tirosinasa ha despertado un gran interés en los ultimos afos. Entre ellos, la
quercetina, encontrada en frutas, verduras y té, tiene un especial interés, no
solo por esa capacidad inhibitoria de la enzima en cuestion, sino por sus
actividades antioxidantes, antiinflamatorias, antivirales y antiaterogénicas
(117, 118).

Uno de los modelos animales que presenta pigmentos de melanina es
el pez cebra (119). Debido a la importancia de realizar estudios de actividad
enzimatica in vivo, existen numerosos trabajos sobre la tirosinasa y el efecto
de posibles inhibidores en el proceso de pigmentacion en estos modelos
animales (119-122)



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

I1.1.2. Sistemas de deteccion de actividad enzimatica

El principio general de un ensayo de actividad enzimatica, entendido
como cualquier método de laboratorio util para la medida de la actividad de
una enzima, es el uso de sustratos enzimaticos especificos que interacttian con
la enzima para luego identificar el cambio de alguna sefial. Tienen una gran
importancia en estudios cinéticos y de inhibicion, fundamentales para el
cribado de inhibidores y estudios de selectividad, cobrando en tultima
instancia, un gran interés para el desarrollo de nuevos farmacos en clinica.

Factores que afectan a los ensayos enzimdticos

Antes de tratar los distintos tipos de ensayos que se pueden utilizar,
conviene describir los factores que pueden influir en el resultado obtenido y
que, por ende, requieren de un control riguroso. Asi pues, en ocasiones, las
condiciones de medida in vitro de actividad enzimatica no se aproximan a las
que se dan in vivo, obteniéndose distintos resultados. De ahi, la necesidad de
conocer los pardmetros que afectan a dicha actividad y su posterior
consideracion, al objeto de que los datos adquiridos sean comparables,
reproducibles y precisos. Dichos factores incluyen, entre otros, el pH, la
temperatura, la fuerza osmdtica, la saturaciéon de sustrato, o el tipo de
disolvente.

* pH. Por lo general, casi todas las enzimas muestran
sensibilidad al pH. Asi, el perfil de la actividad de éstas se
ajusta, usualmente, a una curva gaussiana, incrementandose su
valor desde cero (en un entorno fuertemente acido) hasta un
valor maximo de actividad, donde el pH es considerado como
Optimo, y a partir del cual vuelve a disminuir hasta llegar de
nuevo a cero (en condiciones de extrema basicidad) (123). Ese
valor de pH o6ptimo (responsable de alcanzar una velocidad
maxima de reaccion) es el considerado como estandar en los
ensayos. Dicho valor suele coincidir con el pH fisioldgico (7.4);
no obstante, para la mayoria de las enzimas suele estar
comprendido entre 7 y 8. De hecho, como el ancho de banda
gaussiana suele ser amplio, se puede oscilar entre dichos
valores de pH sin que se reduzca la actividad enzimatica
significativamente. No obstante, otras enzimas tienen un valor
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de pH muy distinto. Entre ellas, la pepsina estomacal o la ALP
con valores de pH optimo de 2 y 10.5, respectivamente. De
cualquier modo, cualquier pH que se aleje demasiado del
optimo puede dar lugar a una desnaturalizacion y una
consiguiente reduccion de la actividad enzimatica.

Temperatura. La dependencia de la actividad enzimatica con
la temperatura sigue una tendencia similar a la mencionada
con el pH. A medida que aumenta la temperatura, también lo
hace la velocidad de la reaccion (al igual que ocurre en otras
reacciones quimicas) hasta llegar a un valor maximo.
Generalmente, cada aumento de 10 °C en la temperatura
conlleva una duplicacion aproximada de la actividad
enzimatica, aunque esto puede variar entre unas enzimas y
otras. Llegado a ese valor maximo, la actividad decrece
drasticamente debido al efecto desnaturalizante de la
estructura proteica. La temperatura dptima de las enzimas
humanas se encuentra entre los 35 y 40 °C. Por ello, en la
mayoria de los ensayos, especialmente de mamiferos, se
utilizan tres temperaturas distintas: la fisioldgica (alrededor de
los 37 °C), la ambiental (situada en torno a los 25 °C) y una
ultima por encima de los 40 °C, como temperatura extrema. No
obstante, existen algunas enzimas como la CK o la alcohol
deshidrogenasa cuya desnaturalizacién se produce incluso a la
temperatura corporal normal. Aunque los componentes
celulares juegan, en este caso, un papel fundamental como
estabilizadores, su tiempo de vida es muy corto, por lo que se
renuevan de forma frecuente mediante sintesis de novo (124).
Otras enzimas, como la Taq polimerasa o algunas procedentes
de microorganismos extremofilos, son estables hasta
temperaturas de 95-100 °C. Por todo ello, queda claro que
resulta imposible establecer una temperatura estandar para los
ensayos de actividad enzimatica.

Fuerza osmdtica. Aunque si bien es cierto que, cuanto mayor
es la concentracion del buffer en el que se encuentre la enzima
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mayor es la capacidad de amortiguar los cambios de pH, se
sabe que su actividad catalitica puede verse alterada. En
términos generales se establece que una fuerza idnica
moderada de entre 0.05 y 0.2 M es aceptada por practicamente
todas las enzimas, siendo inhibidas a concentraciones bastante
mayores de sales (> 0.5 M), debido al efecto desnaturalizante
de proteinas a tales concentraciones. En cambio, algunas otras
(principalmente haléfilas) pueden funcionar a concentraciones
de hasta 1 M (125).

= Saturacion de sustrato. Si se incrementa la concentraciéon de
sustrato, la velocidad de la reaccion enzimatica también lo
hard. No obstante, se sabe que, alcanzado el punto de
saturacidn, en el cual todos los sitios activos de las moléculas
de enzima estdn ocupados, no se podra seguir aumentando la
velocidad, permaneciendo constante, aun adicionando mas

cantidad de sustrato.

* Tipo de disolvente. Teniendo en cuenta el medio celular, el
agua seria el disolvente éptimo para un ensayo de actividad
enzimatica. No obstante, en ocasiones resulta imprescindible el
uso de disolventes orgénicos (126) dada la baja solubilidad del
sustrato o del producto generado tras la accion de la enzima.
Sea cual sea el disolvente utilizado, es necesario asegurarse de
que esta libre de material contaminante que podria afectar a la
actividad enzimatica, como la presencia de metales pesados
que actuan como inhibidores de la mayoria de enzimas.

Tipos de ensayos enzimdticos

Para determinar la actividad de una enzima, se puede medir la
velocidad de aparicion de producto o la de consumo de sustrato. Usualmente,
es mas facil medir pequenos aumentos de producto que pequenas
disminuciones en la concentracidn relativamente alta de sustrato.

Los ensayos enzimaticos se pueden categorizar en dos grupos:
continuos y discontinuos.
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En los continuos se hace una lectura de la actividad, monitorizando
sin interrupcion la cantidad de producto generado. También son
denominados como “de punto final”, puesto que se sigue
continuamente el curso de la reaccién hasta su finalizacion,
visualizando una curva de progreso. El ajuste lineal del primer tramo
de dicha curva permite el calculo de la velocidad inicial de la reaccion
enzimatica. Los ensayos continuos directos son aquellos en los que se
mide cualquier cambio entre las propiedades de los sustratos y los
productos, como en la absorbancia, la fluorescencia, la turbidez, el pH,
la rotaciéon Optica, la conductividad, o la entalpia, entre otros
parametros. Por ende, entre los métodos continuos se encuentran los
ensayos espectrofotométricos, fluorimétricos, turbidimétricos,

potenciométricos, polarimétricos, conductimétricos o calorimétricos.

Entre todos ellos, los espectrofotométricos son bastante empleados
(127) debido a su amplia aplicabilidad, a su sencillo manejo y a la
reproducibilidad y exactitud en sus resultados. Ademas,
practicamente todas las sustancias muestran absorcion en el rango
UV-Vis, por lo que los espectrofotometros forman parte del
equipamiento estandar de cualquier laboratorio. Asi, si la reaccion
enzimatica se caracteriza por la aparicion (o desaparicién) de un
compuesto coloreado, éste podria observarse incluso a simple vista.
Sin embargo, para poder llevar a cabo una cuantificacion, es necesario
el empleo de un espectrofotdmetro. Entre sus diferentes usos, se
suelen emplear para la monitorizacién de reacciones enzimaticas en
las que participan NADH y NADPH, coenzimas que, en su forma
reducida, absorben luz UV, pero no en su forma oxidada (NAD* y
NADP*). Por ejemplo, la LDH cataliza la reduccidon de piruvato a
lactato en presencia de NADH. Dicha reaccién se monitoriza
cinéticamente a 340 nm a través de la disminucion de la absorbancia
resultante de la oxidacion del NADH a NAD* proporcional a la
actividad LDH en la muestra (128).

No obstante, cuando la enzima no produce ningin cambio en un

parametro fisico facilmente detectable, es necesario entonces el uso de
un método continuo acoplado (129). En este proceso, el producto de la
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reaccion a estudiar se usa como sustrato de una segunda reaccion,
normalmente mediante la adicion de otras enzimas que se afiaden a la
mezcla, hasta que se obtiene un producto final que puede observarse
fisicamente. Un ejemplo de ello es la determinacion de actividad
hexoquinasa mediante el acoplamiento de la produccion de glucosa 6-
fosfato a la produccion de NADPH usando la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (figura IL5).

Hexoquinasa

Glucosa Glucosa-6-fosfato

ATP  ADP NADP*

Glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa

NADPH +H*

6-Fosfogluconolactona

Fig. IL5. Ensayo continuo acoplado para detecciéon de hexoquinasa.

En los discontinuos se interrumpe la reaccion tras un tiempo
determinado y se procede entonces a la medida en ese punto. Asi, la
velocidad se determina tras ese tiempo mediante la medida de la
cantidad de producto formado o sustrato consumido a través de una
reaccion quimica indicadora o método de separacion. En lugar de una
curva de progreso continua, estos métodos solo proporcionan un
unico punto y la velocidad se calcula mediante una linea que conecta
ese punto con el blanco antes de iniciar la reaccion, no garantizando
que la medida se produzca dentro de la parte lineal de la curva de la
cinética enzimatica. Para la detencién de la reacciéon, son empleados
diferentes procedimientos como el uso de desnaturalizantes (acidos
fuertes, alcali o detergentes), el calor, o tratamientos con inhibidores
irreversibles, entre otros. Entre los métodos discontinuos se incluyen
los ensayos radioquimicos (130, 131), en los que se mide la
incorporacion de radiactividad en los sustratos o su liberacion desde
sustratos, siendo los radioisdtopos mas empleados el “C, °H, ¥P, Sy
125]. Por otro lado, el desarrollo de sistemas de cromatografia liquida
(normalmente, de alta resolucion o HPLC) para una radpida separacién
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y cuantificacidon de los reactivos presentes en la mezcla ha permitido
el desarrollo de numerosos ensayos basados en esta técnica (132).

Los ensayos continuos poseen la ventaja de permitir la observacion de
la evolucion de las curvas cinéticas posibilitando el seguimiento de la reaccion
directamente y detectando cualquier posible desviacion de la tasa inicial con
respecto a la linealidad. Usualmente son los de eleccion, especialmente para
medidas cuantitativas, mientras que los discontinuos inicamente se suelen
emplear para determinaciones cualitativas.

I1.1.2.1. Sistemas de deteccion mediante fluorescencia

En el caso de que en la reaccion enzimatica estén involucradas
moléculas fluorescentes (ya sean sustratos o productos) y se produzca un
cambio en la sefial correspondiente, pueden utilizarse ensayos fluorimétricos.
Estos ensayos son, por lo general, mucho mas sensibles (unas 100 veces) que
los espectrofotométricos, debido a una diferencia fundamental en la forma en
que se realizan las medidas. Las medidas de valores bajos de absorbancia son
intrinsecamente dificiles de realizar porque se basan en la determinacién de
dos valores de luz transmitida que son altos y casi iguales (la del blanco y la
de la propia muestra). Sin embargo, las pequefias cantidades de luz emitida
por concentraciones bajas de compuestos fluorescentes son mas faciles de
medir porque la comparacion se realiza con la ausencia total de luz emitida
cuando no hay un fluoréforo presente. Por ello, este ensayo puede ser
especialmente atil incluso en las condiciones mas desfavorables, como cuando
hay pequefias cantidades de enzima (133).
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I1.2. Espectroscopia de fluorescencia
I1.2.1. Descripcion general del fen6meno luminiscente

La fluorescencia es un proceso de emision luminiscente en el cual las
moléculas son previamente excitadas a un estado de energia superior (estado
electronico excitado) por la absorcion de radiacion electromagnética de una
frecuencia adecuada. La radiacion fluorescente es debida a que las especies
excitadas se relajan al estado inicial de menor energia (estado fundamental)
liberando su exceso de energia en forma de una nueva radiacion
electromagnética. La Técnica Instrumental que lleva a cabo la medida de
fluorescencia se denomina fluorimetria, y utiliza para ello, equipos
instrumentales denominados espectrofluorimetros. Las ventajas sustanciales
que presenta la fluorimetria frente a otras Técnicas Instrumentales son su
especificidad y su gran sensibilidad.

En la emisién fluorescente por tanto hay que distinguir dos procesos:

=  Excitacion. Si se considera un sistema en su estado fundamental, es decir
el de menor energia, al interaccionar con una radiacion electromagnética
de energia de una magnitud adecuada (generalmente visible o
ultravioleta), ésta puede ser absorbida por el sistema, pasando el
compuesto a un estado de mayor energia, o estado excitado.

* Emision: Los estados excitados son inestables y la molécula tiende a volver
a su estado fundamental. En este proceso hay una liberacion de energia en
forma de radiacion cuya longitud de onda dependera de la diferencia de
energia entre los dos niveles involucrados en la transicion.

Los procesos que ocurren entre la absorcion y la emision de la luz se suelen
ilustrar con el modelo del diagrama de Jablonski (figura II.6).
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Figura IL.6. Diagrama de Jablonski.

En este diagrama se representan los distintos estados electronicos: el
estado singlete fundamental (So) y los estados singletes excitados primero y
segundo (S1y S, respectivamente). En cada uno de estos niveles energéticos,
los fluoréforos pueden encontrarse en uno de los niveles de energia
vibracionales. Las transiciones entre estados se representan como lineas
verticales para ilustrar la naturaleza instantanea de la absorcion de la luz.

Tras la absorcion de la luz, suelen ocurrir varios procesos. Un
fluoroforo suele ser excitado a algin nivel vibracional superior de Si1 o S,
déandose después diversos procesos de desactivacion molecular, ya sean de
tipo radiativo (fluorescencia, o fosforescencia) o no radiativo (relajacion

vibracional, conversion interna, cruce entre sistema, o conversion externa).

La relajacion vibracional es el paso al nivel vibracional mas bajo dentro
de cada nivel electronico por la transferencia de energia en forma de calor
debido a su interaccién con el disolvente.

Por su parte, la conversidn interna es un proceso por el que la molécula
pasa a un estado electrénico de mas baja energia de la misma multiplicidad
sin emision de radiacion (S2 = Si) y puede ocurrir cuando los niveles de
energia electrénicos estdn proximos entre si (solapamiento de los niveles
vibracionales) y siempre entre dos estados singletes excitados, ocurriendo
generalmente en un tiempo de 10-?s o menos.
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En el cruce entre sistemas se invierte el spin del electron excitado
pasando a un estado triplete (51>T1). La probabilidad aumenta si los niveles
vibracionales de los dos niveles excitados en este caso de distinta
multiplicidad solapan. La presencia de especies con atomos pesados (como
iodo o bromo) u oxigeno en disolucion favorece el cruce entre sistemas.

Por ultimo, la conversidn externa son los procesos de desactivacion del
estado electronico excitado de menor energia (singlete o triplete) al
fundamental mediante interaccion y transferencia de energia entre la
molécula excitada y el disolvente u otros solutos (S1=> So , Ti=> So), pero sin
emision de radiacion.

En cuanto a los procesos radiativos, en la fluorescencia, la emision
ocurre desde el estado excitado S:al fundamental So. Dado que los tiempos de
vida de fluorescencia son tipicamente cercanos a 10-s, la conversion interna
se completa generalmente antes de la emision. Por lo tanto, la emision de
fluorescencia generalmente resulta desde un estado excitado equilibrado
térmicamente, es decir, el estado vibracional de menor energia de Si. Existe
un numero relativamente pequefio de moléculas con caracteristicas
estructurales determinadas para emitir fluorescencia. Raramente se observa
fluorescencia debido a transiciones 6*—c (Aex <250 nm), en su lugar, la emision
se restringe a los procesos =1 y '—n, que son menos energéticas. Por su
parte, la emision por fosforescencia ocurre desde el nivel vibracional mas bajo
del estado excitado Ti al fundamental So, siendo el tiempo de vida medio
mucho mas largo (10# a varios segundos). Tanto la banda de emisién de
fluorescencia como de fosforescencia estan desplazadas hacia mayores
longitudes de onda que la de la radiacién absorbida (menor energia), efecto
conocido con el nombre de desplazamiento de Stokes, y el cual es originado
por el proceso de relajacion vibracional, anteriormente descrito.

Las medidas de fluorescencia pueden clasificarse a grandes rasgos en
dos tipos: de estado estacionario y de tiempo resuelto. Las de estado
estacionario, el tipo mas comun, son aquellas que se realizan con iluminacion
y observacidn constantes. La muestra se ilumina con un haz de luz continuo,
y se registra la intensidad o el espectro de emision. Debido a la escala temporal
en que se emite la fluorescencia (del orden del ns) la mayoria de las medidas
son de estado estacionario.
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El segundo tipo es la emision resuelta en el tiempo, que se utiliza para
medir los decaimientos de intensidad de fluorescencia. Para estas medidas, la
muestra se expone a un pulso de luz, cuya anchura es tipicamente mas corta
que el tiempo de decaimiento de la muestra. Esta intensidad se registra con
un sistema de deteccidon de alta velocidad que permite medir la intensidad
que se mide en la escala de tiempo del ns (134).

I1.2.2. Microscopia de fluorescencia

Para llevar a cabo la deteccion de actividad enzimatica y su
concentracion a través de las técnicas hasta ahora referidas es necesario
someter las muestras bioldgicas a un complicado proceso de
homogeneizacion (135), resultando, por tanto, algo dificil la medida de
actividad de las enzimas en tiempo real en su forma nativa dado que se pierde
la integridad de la muestra.

Asi pues, para la determinacion de actividad enzimatica in vivo,
actualmente se utilizan métodos de imagen que incluyen la espectroscopia
por resonancia magnética y la resonancia magnética de imagen, ultrasonidos,
la tomografia computarizada por emisiéon monofotdnica, o la tomografia por
emision de positrones (o PET) (136-138). Aunque todas estas técnicas
permiten determinar, sin necesidad de procedimientos invasivos, niveles de
enzima, tienen algunas desventajas, entre ellas: elevado coste, largo tiempo
de medida, sensibilidad no demasiado alta, riesgo para la salud debido a la
radiacion ionizante, e imposibilidad de obtener resolucidn subcelular.

En este sentido, entre todas las modalidades de imagen disponibles, la
microscopia Optica ha supuesto una revoluciéon en el campo de la
investigacion biologica. En particular, la microscopia de imdagenes de
fluorescencia representa una técnica esencial para estudiar y comprender los
procesos bioldgicos, ya que permite un estudio repetitivo, no invasivo,
uniforme y relativamente automatizado, con un uso muy extendido, entre
otros, en la detecciéon de enzimas. Para tal fin, se hace imprescindible el
empleo de sondas enzimaticas fluorescentes (139), las cuales permiten el
mapeo de enzimas en su entorno nativo, con una gran sensibilidad y
especificidad gracias a su disefio especifico. Asi, éstas son capaces de generar
una sefial suficiente y distinguible del resto de componentes bioldgicos de la
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muestra y, lo que es mas interesante ain, procedente en exclusiva de la
reaccion catalizada por la enzima de interés, siendo por tanto una medida
directa de la actividad enzimatica y no de la cantidad de enzima.

I1.2.2.1. Microscopia confocal de fluorescencia

El concepto de microscopia confocal de fluorescencia fue patentado
por Marvin Minsky en 1957 (140). Hasta entonces, en un microscopio de
fluorescencia convencional, como el de campo amplio, las imagenes obtenidas
eran producto de la excitacion de toda la muestra y la concomitante recogida
de emision de fluorescencia total, procedente de diversos planos de la
muestra, enfocados y desenfocados. Con la microscopia confocal se logra ir
un paso mas alld y superar esta limitacion a través de la recogida iinicamente
de la luz emitida por moléculas fluorescentes ubicadas en el plano focal. Para
ello, se requiere, por un lado, de un laser como fuente de excitaciéon que
permite iluminar las muestras con una intensidad muy elevada y estable; y
por otro, de una pieza llamada pinhole o agujero estenopeico, que consiste en
una apertura en el canal detector de la fluorescencia que impide el paso de la
luz proveniente de los planos fuera del foco. Se consigue asi pues eliminar el
resto de informacién que no sea la del plano focal y obtener imagenes nitidas,
es decir, de mejor resolucion. Puesto que solo se ilumina un punto cada vez
en el microscopio confocal, se requiere una exploracion (scanning) a través de
un barrido en la muestra para obtener las imagenes.

No obstante, pese a la novedad de la técnica, no fue hasta 1968 cuando
se demostro su validez por Egger y Petran (141), y casi 20 afios mas tarde, con
el lanzamiento del primer microscopio comercial de White y Amos (142),
cuando la comunidad cientifica comenzd a hacer un uso generalizado del

mismo, suponiendo una auténtica revoluciéon en el mundo de la microscopia.

Hoy en dia se trata de una técnica utilizada de forma universal en el
campo de la biologia molecular y celular debido a sus potenciales
aplicaciones, entre las que, como ya se ha mencionado anteriormente, se
encuentran la deteccion de actividad enzimatica. En la gran mayoria de casos,
para la microscopia confocal, se emplean sondas enzimaticas fluorescentes
que requieren excitacion con luz UV-Vis, la cual, debido a su corta longitud
de onda, da lugar a una limitada penetracién en la muestra, a una
autofluorescencia y también a dafo celular, y dispersion de la luz (5),



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

dificultando los ensayos in vivo, en los que se pretende la obtencién de
imagenes de distribucion de enzimas en tejidos. De ahi, que sus aplicaciones
se vean reducidas al estudio de actividad de enzimas in vitro. Por ello, un
requisito fundamental es que tanto la luz de excitacion como la de emision de
dichas sondas sea de longitud de onda larga, roja o cercana al infrarrojo (por
sus siglas en inglés, NIR), para obtener una profunda penetracion en el
interior del organismo, asi como una baja autofluorescencia del mismo,
permitiendo una mejor localizacion tridimensional de la sonda (143).

I1.2.2.2. Microscopia con excitacion por dos fotones
Fundamento tedrico

En el proceso de absorcion de la luz comuinmente una molécula
absorbe un tnico fotdn con una energia igual a la diferencia de energia entre
el estado fundamental y el primer estado excitado de la molécula. Asi, en la
microscopia confocal de fluorescencia convencional (también conocida como
OPM o “one-photon microscopy”), el fluordforo es excitado por la absorcion de
ese foton para llegar al estado excitado desde donde volvera al estado
fundamental a través de la emision de un foton de fluorescencia.

Aunque poco comun, la mecdnica cuantica para la interaccion entre la
luz y los materiales también posibilita que una molécula absorba dos fotones
de forma simultanea, cada uno con aproximadamente el doble de la longitud
de onda (es decir, la mitad de la energia de excitacion) que se necesitaba para
excitar esa misma molécula con un unico fotén, proceso conocido con el
nombre de excitacion bifotdnica. Asimismo, también es posible que una
molécula absorba simultdneamente tres fotones que tengan cada uno
aproximadamente un tercio de la energia de excitacion; esto se denomina
excitacion trifotonica o, de forma mas general, excitacion multifotonica (por
sus siglas en inglés, MPE)(144) (ver figura I1.7).
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Figura IL7. Proceso de excitacion multifotdnica. Diagrama energético de una molécula
fluorescente durante el proceso de excitacién mono-, bi-, y tri-foténica; donde h representa la
constante de Plank, c la velocidad de la luz, y A la longitud de onda.

En 1931, 1a MPE fue predicha tedricamente por la premio Nobel Maria
Goppert-Meyer en los inicios de la era de la mecdnica cuantica (145), sin
embargo, las densidades de fotones necesarias para demostrar
experimentalmente esta teoria eran tan altas que se necesitaron 30 afos y la
invencion del laser para conseguirlo. Asi, la MPE fue demostrada
experimentalmente por Kaiser y Garrett en 1961 (146) quienes publicaron el
primer trabajo sobre la excitacion por dos fotones (TPE) del CaFz:Eu?.
Posteriormente demostraron que la TPE también podia excitar colorantes
organicos fluorescentes, surgiendo desde entonces multiples ejemplos de
procesos de TPE en espectroscopia molecular (147, 148). La espectroscopia de
dos fotones se convirtié6 por tanto en una herramienta importante para
continuar con el estudio de la estructura electrénica de los estados excitados
moleculares (149, 150). Los procesos de absorcion de tres fotones fueron
comunicados por primera vez por Singh y Bradley en 1964 (151). Finalmente,
en 1990 un trabajo del grupo del Dr. Webb origin6 una amplia aplicacion de
la MPE a la microscopia de fluorescencia en campos bioldgicos, también
llamada microscopia de fluorescencia con excitaciéon multifoténica (por sus
siglas en inglés, TPM) (10).

En el caso de la excitacion bifotdnica, existe una dependencia
cuadratica de la intensidad de la luz laser, en lugar de la dependencia lineal
que existe en la excitacién con un solo fotén. Sin tener en cuenta la saturacion

~ 44 ~
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de la excitacion, la tasa media de TPE por molécula viene dada por la ecuacion
IL.1:

Naps(£) = %a e (Ec. IL1)

donde <(I?) esla media temporal de la segunda potencia de la intensidad del
laser local en unidades de fotones cm? s y 0 es la seccion transversal de
absorcion de dos fotones en unidades de cm* s fotéon ! (10°° cm* s foton!
equivale a 1 GM, o Goppert-Mayer). La seccién transversal TPE es una
medida cuantitativa de la probabilidad de que una molécula absorba dos
fotones (TPA) simultdneamente y resulta del producto de la seccion
transversal de absorcion molecular y la eficiencia cudntica de emisidon de
fluorescencia; es decir, 0®. La dependencia de la intensidad al cuadrado de la
TPE confiere a esta técnica su intrinseca resolucion tridimensional. Dado que
la energia de un solo fotén de longitud de onda larga es insuficiente para
excitar los colorantes fluorescentes utilizados habitualmente, no se produce
una absorcidn lineal por parte de los fluoroforos por encima del plano focal.
La excitacion (y, por tanto, la emisién) se limita a un pequefio volumen
elipsoidal alrededor del punto focal (ver figura I1.8), donde el flujo de fotones
es lo suficientemente alto como para dar lugar a eventos de absorcion de dos
fotones. Puesto que nunca se genera fluorescencia fuera de foco, la microcopia
TPE permite el seccionamiento dptico sin necesidad de introducir un pinhole
en la trayectoria de deteccion del microscopio, como en la microscopia
confocal. Asi, toda la sefial generada por la muestra puede ser recogida por
un detector de gran superficie y contribuir a la imagen final.
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Figura IL8. Areas de emisién fluorescente bajo la lente objetivo durante un proceso de
excitacién mono-, bi- o tri-foténica. El volumen en la excitacion bi- y tri-foténica usualmente se
limita a un volumen finito alrededor del foco y menor a1 fL.

En la figura IL.9, se observa un ensayo para comparar la excitacion
mono- y bi-foténica sobre una disolucién concentrada de safranina O, cuya
emision de fluorescencia es amarilla tras la excitacion en la region verde del
espectro. La lente del objetivo superior hace incidir luz con una A de 543 nm
en la muestra (procedente de un laser de helio-neén de onda continua),
produciendo el tipico patrén conico de excitacion, que se desvanece hacia la
izquierda por un fenémeno de autoabsorcidn. Por el contrario, el objetivo
inferior enfoca un haz infrarrojo pulsado con una A de 1046 nm (procedente
de un laser de Nd-YLF). El volumen focal (sefialado por la flecha) puede
escanearse en cualquier punto de la cubeta, creando asi una representacion
tridimensional secuencial de la intensidad de la fluorescencia.

Figura II.9. Comparacién de la excitacién mono- (Aex = 543 nm) y bi-fotdnica (Aexc = 1046 nm)
sobre una disolucion de Safranina O en cubeta (152).
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El tamano del volumen (y, por tanto, la resolucién optica del sistema
TPE) depende criticamente de la apertura numérica (por sus siglas en inglés,
NA) de la lente del objetivo y de la longitud de onda de la iluminacion (ver
figura I1.10). Asi, utilizando la microscopia TPE con un objetivo de alta NA
uniformemente iluminado, la excitacion de fluorescencia se limita a
volimenes menores al femtolitro alrededor del punto focal del objetivo, con
<l um de resolucién en la direccion z. Por ello, la microscopia TPE
proporciona imagenes de fluorescencia con resolucion subcelular (153).
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Figura II.10. Efectos simulados de la longitud de onda de excitacién y la NA sobre las tres
dimensiones del volumen TPE (153).

Con respecto a la instrumentacion utilizada, existen microscopios
comerciales de fluorescencia con excitacién bifotdnica; no obstante, también
pueden ser construidos por modificacion de un microscopio confocal,
teniendo en cuenta la necesidad de un laser que suministre un alto flujo de
fotones a la muestra para generar una absorcion bifotonica eficaz. Esto se
consigue normalmente utilizando una excitacion laser pulsada ultracorta. Se
ha sefialado que el numero de fotones absorbidos por fluoréforo por pulso,
14, viene dado por la siguiente ecuacién I1.2.

p2§ ((NA)2>2 (Ec. I1.2)

Mta ™ 7, ;7 \ 2hcA
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donde 7y es la duracion del pulso, 6 la absorcion bifotonica del fluoroforo a la
A, po es la intensidad media del laser, f, la tasa de repeticion del laser, NA la
apertura numérica del objetivo de enfoque, / la constante de Plack, y c la
velocidad de la luz. Se demuestra que, para una misma potencia media del
laser y una misma frecuencia de repeticion, la probabilidad de excitacion
aumenta, al incrementar la NA de la lente de enfoque y al reducir la anchura
de pulso del laser. Asi, como ya se ha indicado anteriormente, el aumento de
la NA corresponde al confinamiento espacial de la potencia de excitacion en

un volumen focal més pequefio.

Los laseres de femtosegundos, picosegundos y de onda continua han
sido usados para TPM. Sin embargo, actualmente, las fuentes de luz mas
utilizadas son los laseres de femtosegundos de estado s6lido, concretamente
de titanio:zafiro (Ti:Sa) bombeados por diodos, los cuales suministran pulsos
estables y muy cortos (=100 fs de duracion, a una tasa de repeticion de 80
MHz), lo que permite una observacion directa con TPM (ver figura I1.11).
Otros laseres de femtosegundos son Cr-LiSAF y laseres de pulso-comprimido
Nd-YLF.
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Figura II.11. Comparacién de laser continuo vs laser pulsado de femtosegundos.
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Ventajas de la microscopia de excitacion multifotonica

Las propiedades fotofisicas y quimicas del proceso de MPE tienen
como consecuencia que la microscopia de fluorescencia con excitacion
bifotonica tenga una serie de ventajas.

La fluorescencia se genera sdlo en una pequefia region del foco del haz,
con un volumen de <1 fL, por lo tanto, la regién de excitacion esta
extremadamente localizada, lo que constituye una de las ventajas mas
importantes de la microscopia de fluorescencia con excitacion multifotonica,
permitiendo un seccionamiento dptico con resolucion subcelular a mayores
profundidades. Asi, cuando un rayo laser es escaneado horizontalmente, el
tejido serd excitado en capas, permitiendo la realizacion de imdgenes
tomograficas. Esta implementacion de la imagen tomografica difiere
notablemente con la de la microscopia confocal. De hecho, las observaciones
sistematicas en una variedad de muestras bioldgicas han proporcionado
pruebas experimentales de que la TPE mejora la profundidad de penetracion
de las imagenes en al menos 2 veces en relacion con las imagenes confocales
(154-156). Varias razones explican el aumento de la profundidad de
penetracion. En primer lugar, la dependencia de la excitacion del fluoréforo
con la segunda potencia de la intensidad de la luz laser confina la absorcion
de fotones a una region estrecha en el plano de enfoque, donde el flujo de
fotones es mayor. En la microscopia confocal, las imagenes tomograficas en el
plano focal se obtienen utilizando un pinhole "confocal" para seleccionar sélo
los fotones de fluorescencia procedentes del foco. Esto bloquea tanto la luz de
fluorescencia generada en regiones fuera del plano focal como la luz
dispersada por el tejido. En cambio, la TPM emplea los fotones de
fluorescencia dispersados en la profundidad de la muestra; no requiere un
pinhole confocal debido a la naturaleza altamente localizada de la MPE. Por lo
tanto, y como ya se ha comentado previamente, a diferencia de la microscopia
confocal monofotonica, la microscopia TPE carece de absorcion lineal del haz
de excitacion por parte de los fluordforos que se encuentran por encima del
plano de enfoque, lo que puede reducir significativamente la luz de excitacion
antes de que llegue a los fluoréforos que se encuentran en las regiones
tisulares mas profundas (154).

En teoria, un microscopio confocal ofrece una mejor resolucion
espacial que un microscopio de fluorescencia de excitacion por dos fotones,
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pero en el uso real, un microscopio confocal debe utilizarse, a veces, con una
resolucion inferior a su limite tedrico. Esto se debe a que el nimero de fotones
de fluorescencia que pasan a través del pinhole disminuye rdpidamente a
medida que el plano focal se hace mas profundo dentro de la muestra;
entonces debe utilizarse un pinhole mas grande para obtener una sefal
fluorescente suficientemente fuerte. Por lo tanto, en la microscopia confocal
existe un compromiso entre el tamano del pinhole y la resolucion espacial; en
otras palabras, el aumento del pinhole sacrifica la resolucion. La intensidad del
rayo laser de excitacion no puede aumentarse, porque esto causaria graves
danos a la célula o al tejido.

Otra ventaja de gran interés es que los laseres de excitacion utilizados
(Ti:Sa, Nd:YLF, etc.) emiten en la region del infrarrojo cercano, y su radiaciéon
se absorbe y dispersa en los tejidos in vivo en menor medida que la luz visible
(157), lo que permite obtener imagenes de partes mas profundas del tejido.
Con los laseres comunes de Ti:Sa con bloqueo de modo o mode-locking (técnica
para que un laser produzca pulsos de luz de duraciéon extremadamente corta),
las profundidades de obtenciéon de imagenes en una variedad de tejidos
suelen ser < 500 um dependiendo del procedimiento de etiquetado. Oheim et
al. han conseguido una profundidad de penetracion de la microscopia de dos
fotones en =100 pm mediante una lente de objetivo de bajo aumento y alta
apertura numérica (157). Theer et al. pudieron aumentar el alcance de la
microscopia multifoténica a #1 mm en el tejido cerebral mediante el uso de la
amplificacion regenerativa de pulsos de 200 kHz para lograr altas potencias
de pico manteniendo potencias medias razonables (158). Finalmente, Webb y
sus colaboradores demostraron que la microscopia multifoténica permite
obtener imdagenes con resolucién subcelular a varios milimetros de
profundidad en el cerebro de animales intactos anestesiados (159). Es
importante destacar que la resolucion espacial de la microscopia TPE se
mantiene con el aumento de la profundidad del tejido (154, 160) siempre que
la saturacion de la excitacidon sea insignificante (161), ya que si esta es
considerable la resolucidon Optica se degrada sustancialmente. Aunque el
aumento de la potencia media del laser incidente es un medio comdn para
lograr una mayor profundidad de penetracion del haz de excitacion (157, 158,
162), también aumenta la probabilidad de la saturacion de la excitacion, lo que
resulta en una disminucion de la resolucién 6ptica y un fotodafno mas extenso,
respectivamente (163-165). Estos laseres, ademads, causan menos dafo térmico
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a las células debido a la absorcion de la radiacion, lo que permite realizar
observaciones durante un mayor tiempo, algo de gran importancia para la
obtencion de imagenes in vivo. Otra ventaja es que hay menos dispersion de
la luz en el fondo, que se manifiesta como ruido de la sefal, y que las
longitudes de onda de excitacion estdn muy alejadas de las de la emision de
fluorescencia; como resultado, se puede utilizar toda la sefial del espectro para
obtener iméagenes de la muestra de tejido, mejorando la relacion senal/ruido
(por sus siglas en inglés, S/N). Es decir, la luz dispersa emitida por un
fluordforo excitado dentro del volumen focal no contribuye a la imagen final
en la microscopia confocal porque no se distingue de la luz fluorescente
generada en las zonas desenfocadas y es rechazada por el pinhole. Por el
contrario, dado que la TPE nunca genera fluorescencia fuera de foco, los
fotones dispersos de la emision de fluordforos pueden utilizarse para generar
la imagen de la TPE, lo que da lugar a una mayor eficiencia de recogida de
fluorescencia y, por tanto, a una mayor intensidad de la sefal a cualquier
profundidad del tejido (157).

En resumen, la excitacion del fluoréforo con pulsos laser NIR en la
TPM proporciona claras ventajas sobre la excitacion por un solo fotén de
mucha mayor energia en la OPM como son la menor fluorescencia de fondo
en células y tejidos, el reducido dafo causado en estos debido a la menor
energia de la radiacion incidente, la practica ausencia de fotoblanqueamiento
de la sonda, y el aumento en la profundidad de penetracion en organismos
vivos, permitiendo una mejor localizacion espacial en tres dimensiones de la
sonda (166). Por todo esto, esta ganando un gran interés para las aplicaciones
de imagen dptica en clinica (167).

Sondas fluorescentes utilizadas en la microscopia de dos fotones

Es importante examinar las caracteristicas de absorciéon no lineal de las
moléculas fluorescentes. En general, la mayoria de los cromdforos pueden ser
excitados con dos fotones al doble de su maximo de absorcién de un fotén.
Sin embargo, debido a que los procesos de absorcién de uno y dos fotones
tienen diferentes reglas de seleccion de mecanica cudntica, el espectro TPE de
un fluordforo escalado a la mitad de la longitud de onda no es necesariamente
equivalente a su espectro OPE. Si bien no hay diferencias entre los espectros
de emisién de OPE y TPE, los espectros de absorcion de TPE pueden diferir
sustancialmente de sus homodlogos de OPE. Asi pues, la excitacion no lineal
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permite a los electrones acceder a estados excitados como Sz y Si, mas altos
que los accesibles con OPE, lo que da lugar a espectros de absorcién TPE mas
amplios para muchos fluoréforos (ver figura I1.12). Es necesario estudiar en
profundidad las propiedades espectroscopicas de los fluordforos bajo
excitacion no lineal para optimizar su uso en TPM.
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Figura I.12. Espectros de absorcién mono- (negro) y bi-foténica (rojo) y de emisién (azul) de
las proteinas EGFP y mCherry. Figura adaptada de Mikhail Drobizhev, et al., 2011 (168).

El estudio espectroscépico de la rodamina bajo TPE fue uno de los
primeros estudios realizados en esta area (169). Con la llegada de la TPM, se
acelerd la caracterizacion espectral de los fluoréforos bajo excitacion no lineal
(170, 171). De hecho, si bien es cierto que ha habido importantes logros en la
adaptacién instrumental de la excitacion bifotdnica a aplicaciones especificas,
hasta hace poco, la optimizacién y sintesis de “fluordforos excitables por dos
fotones” tenia un menor interés. Asi, algunas de las sondas fluorescentes
disponibles en el mercado presentan valores de seccidon transversal de
absorcion de dos fotones relativamente bajos en el rango de sintonizacion del
laser de Ti:Sa (172), y/o incluso algunos de ellos poseen un bajo rendimiento
cudntico de fluorescencia y/o un alto fotoblanqueamiento. De ahi que haya
habido un creciente interés y esfuerzo en el disefo y sintesis de fluoroforos
adaptados para TPM. Dichos fluordéforos no estan basados en el esqueleto
clasico de la fluoresceina, la rodamina o la tetrametilrodamina, sino en un
sistema de anillos de fluoreno (173) o en compuestos organoborados
(compuestos de tipo dador-pi-aceptor (D-m-A)), con un boro trivalente,
protegido por dos grupos mesitil, como aceptor, y con varios donantes tipicos
y diferentes puentes m-conjugados (174), que emiten en la region azul-verde
del visible. Sin embargo, también se han descrito fluoréforos derivados del
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2,1,3-benzotiadiazol (BTD) de tipo D-1-A-m-D con emision naranja-roja (175).
Otra estrategia diferente utiliza novedosos fluoréforos octopolares con forma
de hélice derivados de la funcionalizacién simétrica de un ntcleo de
trifenilamina con fuertes grupos periféricos aceptores a través de fenileno-
etinileno para obtener altos rendimientos cuanticos de fluorescencia,
secciones transversales de excitacion por dos fotones elevadas en la region
roja-NIR, y una fotoestabilidad adecuada (176) o utilizar la quimica de click
para obtener una amplia gama de moléculas con alta absorcion de dos fotones
en la region NIR. Se han descubierto moléculas con secciones transversales de
excitacion por dos fotones de > 1000 GM (177).

Por otro lado, el descubrimiento de agentes terapéuticos excitables por
dos fotones ha supuesto una novedad en este campo. El poder controlar la
distribucién de un principio activo que resulta ser fluorescente posibilita
evaluar la eficacia de su administracion, algo de gran interés en el campo de
la terapéutica (178), y que dificilmente seria posible con excitacion
monofotonica dada la menor profundidad de la imagen y la contribucion de
la autofluorescencia (179). En este sentido, el citostatico Topotecan se ha
caracterizado como una buena sonda excitable por dos fotones con una
seccion tansversal de absorcion por dos fotones de > 20 GM a una excitacion
de 840 nm. Asi, ha sido posible la deteccion de su fluorescencia en plasma a
una concentracion de 0.05 uM y en sangre total a 1 uM (179).

Ademads de todos los anteriores fluordéforos de tipo sintético, en la
naturaleza también existen los conocidos como de tipo intrinseco, es decir
moléculas fluorescentes naturales presentes en los organismos y que, a través
de su excitacion bifotdnica, revelan propiedades de los mismos sin necesidad
de etiquetado. Asi, por ejemplo, se ha medido la fluorescencia de los
aminodcidos triptéfano y tirosina (180, 181), del pigmento ficoeritrina (182),
del neurotransmisor serotonina (183), e incluso de la proteina GFP (184).

Principios para el disefio de sondas enzimdticas excitables por dos fotones

Dado que la actividad enzimatica puede variar enormemente con una
pequeiia modificacion de la unidad de reconocimiento enzimatico construida
sobre la sonda (llamado sustrato), el diseno de una sonda enzimatica excitable
por dos fotones resulta decisivo y por tanto requiere una especial atencion.
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Los sustratos sufren transformaciones especificas mediadas por
enzimas generando otras especies quimicas. Dicha transformacion produce
cambios en la longitud de onda del maximo en el espectro de emision o en la
intensidad de fluorescencia (cuando se incrementa, se denominan turn-on,
mientras que, si disminuye, turn-off). Estas respuestas pueden conseguirse
mediante la construccién cuidadosa de un grupo de reconocimiento
enzimatico en el fluordforo excitable por dos fotones a través de varios
mecanismos, como la transferencia de energia de resonancia de Forster (por
sus siglas en inglés, FRET) o la transferencia de carga intramolecular (por sus
siglas en inglés, ICT), entre otros (185).

En el caso de las sondas regidas por un mecanismo FRET, estas se
basan en la interaccion de un par de fluoréforos, uno que actiia como dador y
otro como aceptor de energia, unidos entre si con una cierta distancia (1-10
nm) a través de un enlace escindible por enzimas. Para que se produzca dicha
transferencia de energia, el espectro de emision del fluoréforo dador se solapa
parcialmente con el espectro de excitacion del aceptor. Aunque usualmente,
tanto el dador como el aceptor son fluorescentes, la FRET también puede ser
detectada mediante la extincion de la fluorescencia del dador utilizando un
colorante aceptor no fluorescente. Con independencia de esto, finalmente la
actuacion del enzima hace que se restablezca la fluorescencia del dador,
permitiendo su deteccion (186).

Aunque mas adelante, seran descritas en mayor profundidad, las
sondas ICT, en cambio, se basan en un fluordéforo en el que existe una
transferencia de carga intramolecular desde un grupo dador a uno aceptor.
En dicho sistema, se acopla un sustrato sensible a la enzima al fluoréforo en
cuestion perturbando sus propiedades espectrales. Asi, la actividad catalitica
de la enzima restaura el ICT, proporcionando una fluorescencia ratiométrica
entre la sefal del fluoréforo libre y el ligado al sustrato.

Sea cual sea el mecanismo, una sonda enzimatica excitable por dos
fotones debe sufrir un cambio en su fluorescencia detectable tras la
modificacién quimica catalizada por la enzima diana.



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

(11):

D

2)
3)

4)

5)

Ademas, en su diseno se deben de tener en cuenta una serie de criterios

Tener elevados valores de TPA (®d > 50 GM) para obtener imagenes
brillantes con wuna adecuada relacién sefal-ruido, a bajas
concentraciones de sonda y asi poder evitar incluso altas intensidades
del laser de dos fotones.

Ser altamente sensible y selectiva a la enzima.

Mostrar una buena estabilidad quimica con las altas potencias
utilizadas del laser incidente.

Ser biocompatible (solubilidad en agua, permeabilidad celular y alta
estabilidad quimica con la minima citotoxicidad).

Idealmente, de facil sintesis quimica o disponibilidad.

Actualmente son numerosas las sondas excitadas por dos fotones

dirigidas a la monitorizacion de reacciones mediadas por enzimas. Asi, se han

disefiado y sintetizado sondas para detectar la actividad de algunas:

a) hidrolasas, por ejemplo las fosfatasas (187-189), B-galactosidasa
(190-192), sulfatasa esteroidea (193), acetilcolinesterasa (194),
carboxilesterasa (195), histona deacetilasas (196) y proteasas (197-199);

b) oxidorreductasas: entre ellas, monoamino oxidasas (200, 201),
NADPH: quinona oxidorreductasa 1 humana (202), ciclooxigenasa-2
(203), nitroreductasa (204), citocromo P450 (205), tiorredoxina
reductasa (206);

c) transferasas: como la gamma-glutamiltranspeptidasa (207).

Por todo ello, el desarrollo de sondas enzimaticas excitables por dos

fotones es de gran interés en el diagndstico temprano de enfermedades (208-

210).

Condiciones experimentales en TPM

Los parametros que ha de tener la fuente laser y las caracteristicas que

deben poseer las sondas TPM han sido motivo de investigaciones recientes

(11, 211). En principio, como se ha comentado, es necesaria una radiacion de

alta intensidad perfectamente localizada en el punto focal del microscopio de

fluorescencia para inducir el proceso de MPE. Sin embargo, a tales potencias
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laser, la absorcion monofoténica asociada causa fototoxicidad y danos
térmicos en las células y tejidos vivos. Por lo tanto, es esencial suprimir la
absorcion monofotdnica en la medida de lo posible durante la MPE, y de ahi
la necesidad de utilizar pulsos laser ultracortos.

Por otro lado, es esencial optimizar las propiedades de absorcion de
dos fotones en los fluoroforos. Por ello, se deben buscar sondas fluorescentes
que posean un alto valor de seccion transversal de absorcion por dos fotones,
lo que se consigue aumentando la extension de la ICT. Asi, el desarrollo de
fluordforos eficientes puede reducir la intensidad del laser de excitacion
necesaria para la obtencion de imagenes y, por tanto, reducir el fotodeterioro
de la muestra. Por otra parte, con secciones transversales de dos fotones
elevadas, se puede lograr una excitacion significativa con los laseres de onda
continua, mas econdémicos, reduciendo asi el coste de los sistemas de dos
fotones que suelen utilizar laseres de femtosegundo de Ti:Sa.

No obstante, una ICT demasiado mejorada usualmente viene
acompafiada por una reduccion en la brillantez de la imagen, por lo que
resulta necesario alcanzar un compromiso entre las caracteristicas de la sonda
y los parametros de la luz incidente. En lo que se refiere a esta tltima como
pauta general se deberia emplear un laser de unos 5 mW en la lente objetivo,
y respecto a las sondas, éstas deberian tener una seccion transversal de
absorcién igual o mayor de 50 GM. Con estas condiciones se pueden alcanzar
imagenes brillantes mediante TPM sin causar dafos apreciables en la muestra
(11, 211).

I1.2.2.3. Microscopia de superresolucion

La caracterizacion celular de estructuras y biomoléculas con alta
resolucidn espacio-temporal es un requisito indispensable para un adecuado
conocimiento molecular de la biologia. Como se ha comentado anteriormente,
la microscopia de fluorescencia es, en ese sentido, la herramienta de obtencion
de imagenes mdas empleada, debido a las caracteristicas no invasivas de la
microscopia Optica, que permite sondear estructuras y funciones de células
vivas en el espacio tridimensional a escala submicronica. Ademas, la
microscopia de fluorescencia proporciona una alta sensibilidad hasta el nivel
de una sola molécula, lo que permite la observacion de moléculas y sefiales
especificas de organulos.
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Sin embargo, el poder de resolucion, definido como la distancia
minima por debajo de la cual ya no es posible distinguir la separacion entre
dos puntos, de la microscopia dptica de campo lejano (que engloba tanto el
microscopio de campo amplio convencional como el microscopio de
fluorescencia confocal) se ve limitado por la difraccion de la luz, tal y como
explico Ernst Karl Abbe en 1873 (212). Segtn los principios de dptica basica,
la resolucion de un microscopio Optico esta limitada por el ensanchamiento
por difraccién debido a la naturaleza ondulatoria de la luz. Asi, la microscopia
Optica fusiona imagenes de moléculas fluorescentes etiquetadas
individualmente en una sola imagen borrosa si la extension o separacion
estructural en la muestra, d, estd mas cerca que el limite de Abbe (ver ecuacion
I1.3):

d=Al(2n sena) = A/2NA (Ec. I1.3)

donde 7 describe el indice de refraccion de la muestra, a mide el semiangulo
solido a partir del cual la luz es recogida por un objetivo, A es la longitud de
onda de la luz utilizada para excitar la muestra y NA es la apertura numérica
de las lentes del objetivo.

Asi pues, en las mejores condiciones posibles (longitud de onda mas
corta y mayor apertura numérica disponible en la actualidad), la difraccion
no permite separar dos puntos en un volumen inferior a aproximadamente la
mitad de la longitud de onda de la luz a lo largo de las direcciones laterales
(x,y) y tres veces mayor a lo largo del eje optico (z) (alrededor de 200 y 600
nm, respectivamente) con luz visible (213, 214), impidiendo la visualizaciéon
de muchas estructuras subcelulares. Por todo ello, durante décadas los
investigadores han centrado su atencion en encontrar técnicas dpticas que
superen dicho limite.

Los recientes avances en la instrumentacion de la microscopia, junto
con la combinacion de diferentes enfoques fotofisicos y matematicos, han
puesto sobre la mesa diversos métodos para superar dicho limite de
difraccion de la luz mediante el empleo de dptica de campo lejano, lo que ha
ampliado el uso de la microscopia de fluorescencia hasta la escala
nanomeétrica, suponiendo una auténtica revolucién en el mundo de la imagen
biologica (215-217). Asi pues, ha permitido el estudio de funciones bioldgicas
complejas, como las interacciones proteina-proteina, el movimiento de las
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biomoléculas, la dindmica de los organulos, informacion sobre el metabolismo
celular, etc. (218-222).

El factor comuin inherente a estas técnicas es la conmutacion transitoria
de los fluoréforos entre (como minimo) dos estados diferenciables, es decir,
estados con diferentes respuestas espectrales, temporales o cualquier otra
respuesta detectable a la iluminacion (223). Usualmente un estado
fluorescente encendido, “on”, y un estado apagado, “oft”, pudiendo ser este
segundo el estado de un fluoréforo que no puede emitir fotones de
fluorescencia, o un estado que emite en una region espectral no detectada en
el experimento. La transicion entre estos dos estados distinguibles pemite el
registro secuencial de la sefial que se origina en regiones de la muestra cuyo
tamano es mucho mas pequeno que el limite de difraccion. Dichas técnicas se
clasifican en dos grupos: estocasticas y no estocasticas (o deterministas) (224).

Las estocasticas estan basadas en la localizacion con enorme exactitud
de las moléculas fluorescentes individuales en la muestra. En términos
generales, una estructura bioldgica marcada con un fluoréforo posee miles o
millones de moléculas distribuidas con una gran densidad, lo cual hace
imposible la determinaciéon de su posicion individual debido a que las
imagenes de dichas moléculas se superponen en el espacio. A través del
empleo de sondas fluorescentes que puedan tornar entre un estado de
fluorescencia “on” y un estado “off”, esta limitacion puede ser superada
mediante la separacion en el tiempo de las imagenes. Las moléculas en una
region limitada pueden ser activadas en diferentes tiempos, y detectadas y
localizadas individualmente, aplicando posteriormente una reconstruccion
de la imagen con resolucion nanométrica. Al ser diversos los mecanismos de
transicion que pueden darse entre ambos estados, también lo son las técnicas
estocasticas existentes, aunque como ya se ha indicado todas usan fluoroforos
que se van activando y desactivando de manera aleatoria, y, por lo tanto, se
irdn captando las moléculas aisladas gracias a las técnicas de alta resolucion.
Asi, la deteccidon de un ntmero suficiente de eventos de una sola molécula
permite la reconstruccion a través de puntos (o puntillista) de la distribucion
de los fluoréforos. Entre estas técnicas, las dos mas comtinmente conocidas
son la microscopia de localizacion fotoactivada (PALM) y la técnica de
microscopia de reconstruccion dptica estocastica (STORM). Las diferencias
entre estas dos técnicas radican principalmente en la naturaleza del fluoréforo
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utilizado, tratandose en el caso de STORM de un colorante fotoactivable (un
par de colorantes sintéticos, como por ejemplo Cy3 y Cy5, que muestran una
conmutacion cuando estdn localizados cerca) (225), y de una proteina
fotoactivable para la técnica de PALM (226).

Por su parte las no estocasticas estan basadas en la respuesta no-lineal
de los fluordforos, la cual puede aprovecharse para mejorar la resolucion
(227). Se trata de técnicas de lectura tmica, donde las imagenes se captan de
manera similar a las imagenes confocales pero con el incremento en la
resolucion que conllevan. Dentro de este grupo, cobra especial importancia la
microscopia de deplecion (o agotamiento) por emision estimulada (por sus
siglas en inglés, STED), no solo por ser la primera técnica de nanoscopia que
se desarrolld, sino también por ser la primera en conseguir imagenes celulares
con una resolucion espacial por debajo del limite de difraccion (228).

Es tal la importancia que cobran estas tres técnicas mencionadas que
ello ha dado lugar en 2014 a la concesién conjunta del Premio Nobel de
Quimica a los investigadores responsables de las mismas, los estadounidenses
Eric Betzig y William E. Moerner, junto aleman Stefan W. Hell, quienes,
habiendo trabajado de forma independiente, han sido capaces de romper la
barrera que la dptica fisica habia impuesto durante toda la historia de la
microscopia (229, 230)

Si bien es cierto la utilidad de todas ellas, el método STED introducido
por Hell y Wichmann en 1994 (12), es uno de los mas interesantes,
principalmente por su gran velocidad de adquisicion en comparacion con las
técnicas estocasticas, lo cual facilita realizar medidas in vivo o analizar
procesos dindmicos, y ademds por no depender del post-procesado
computacional o matematico para obtener las imagenes de superresolucion.

El principio basico de este método es que el tamafo del punto de
fluorescencia, o funcion de dispersion de punto ( por sus siglas en inglés, PSF),
puede reducirse (y, por ende, conseguir una resolucion a nanoescala)
mediante el empleo de dos haces laser sincronizados y superpuestos que
llegan a la posicion de la muestra consecutivamente, y de los cuales el primero
(laser de excitacidn) excita, mientras que el segundo (laser de depleciéon o
STED) desexcita (o agota la excitacion) dentro de la muestra. En la region
donde estan presentes ambos rayos laser, se produce emision estimulada y en
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la region focal que contiene solo el primer haz de excitacion, se observa
emision espontdnea (es decir, fluorescencia). El uso de este concepto en
microscopia implica que la PSF del segundo haz deba tener campos nulos en
el centro y no nulos en la periferia. Para ello, el perfil STED se esculpe
Opticamente, mediante un modulador de fase, generando una distribucion de
la luz en forma de "donut" en el plano focal (es decir, un anillo de alta
intensidad laser que rodea una zona de intensidad cero). Es decir, la
superposicion del perfil STED a un perfil de haz laser de excitacion de forma
gaussiana permite la supresion selectiva. De este modo, las moléculas
fluorescentes se apagan mediante la emision estimulada en las zonas
exteriores (inducida a través del haz STED) o se les permite generar una sefial
de fluorescencia detectable a partir de las pocas moléculas centrales que estan
Opticamente "no suprimidas”, dando lugar en definitiva a que la fluorescencia
se produzca solo dentro de un 4rea a nanoescala, separando y resolviendo asi
las moléculas vecinas marcadas con fluorescencia. En resumen, se escanea un
donut de desexcitacion alrededor del haz de excitacion y se consigue el
confinamiento de la excitacion en algunos colorantes en el orificio central del
donut, con una concomitante mejora asociada de la resolucion. La figura I1.13

refleja el principio basico de este tipo de microscopia.
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Figura. I1.13. Principio basico de la microscopia STED (231, 232).

Para una mayor comprension del método, resulta necesario explicar el
proceso que sufre la molécula en términos de estados electronicos y
transiciones entre los mismos (ver figura II.14). Como ya se comentd, cuando
un fluoroforo absorbe luz (foton azul), su organizacion electrdnica es alterada
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mediante la excitaciéon de un electron a un estado de mayor energia.
Posteriormente, en un tiempo de nanosegundos, la energia absorbida es
espontaneamente liberada, volviendo dicho electrén al estado fundamental y
generandose con ello un fotén (verde), lo que se traduce en la emision de
fluorescencia propiamente dicha. Debido a la pérdida de energia, entre otras
causas, por las relajaciones vibracionales, el fotén emitido (verde) es
desplazado hacia la region roja del espectro electromagnético (menos
energético que el foton absorbido). Pues bien, hasta aqui, y extrapolandolo al
esquema anterior, esto seria lo que ocurriria en el centro del donut. Ahora
bien, si un segundo laser emite otro fotdn (rojo) de excitacion mientras que la
molécula se encuentra atn en el estado excitado (pues ya habia sido excitada
previamente por la absorcion de dicho foton azul), se estimulara el paso de la
molécula desde el estado excitado al estado fundamental, sin que se produzca
fluorescencia. En su defecto, dicho exceso de energia serd liberado mediante
una copia exacta del fotén excitador (lo que se conoce como emision
estimulada), el cual no sera recogido por el detector. Todo este proceso, seria

el que se daria en la periferia (ver figura I1.14).
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Figura. II1.14. Comparacion de los diagramas de energia entre la fluorescencia y la deplecién

(emision estimulada) con microscopios confocal y STED.

Para obtener imagenes de superresolucion en microscopia STED, se
deben tener en cuenta una serie de parametros. En primer lugar, un adecuado
tiempo de retardo entre los laseres de excitacion y deplecion, pues este tltimo
debe incidir en la muestra cuando la molécula esta atin en el estado excitado.
Por otro lado, la anchura del pulso temporal del laser STED, no pudiendo ser
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mas larga que el tiempo de vida del estado excitado. En tercer lugar, la
longitud de onda del mismo, que debe estar en el rango de la emision del
fluordforo, idealmente, en la cola del espectro de emision, al objeto de que no
solape con el espectro de absorcion y no se produzca una re-absorcion (figura
11.15).

Excitaciéon ~ Deplecion

IF 1 600nm 700 nm

v

Figura. I1.15. Espectros posibles de excitacién y emisién de un colorante para microscopia de
STED. Las flechas indican las longitudes de onda ideales para los laseres de excitacién y
deplecion. La barra solida representa el rango de emisién recogido por el detector.

La resolucion de la microscopia STED puede ser descrita
matematicamente en la ecuacion I1.4 como:

A (Ec. IL.4)

2NA 1+IL
S

donde NA es la apertura numérica de la lente del objetivo, A es la longitud de
onda de la luz, I es la intensidad méxima del haz de deplecién STED e Is es la
intensidad STED utilizada para reducir la intensidad de fluorescencia a la
mitad (233).

Asi, la reduccion de la PSF (o aumento de la resolucién) depende del
grado de agotamiento en la periferia, que a su vez depende de la intensidad
del laser de agotamiento, tal y como se muestra en la figura IL.16.



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Potencia laser STED

Figura. I1.16. Reduccién en PSF con el aumento de la intensidad del laser STED.

Para lograr la mejor reduccion posible de la PSF, se utilizan laseres de
agotamiento muy intensos y generalmente desplazados al rojo para aumentar
la seccion transversal de deplecion estimulada y no interferir con la excitacion.
Asi, mientras que las intensidades de luz del laser de excitacion son las
mismas que en microscopia confocal convencional (1-10 uW), la emision
estimulada requiere intensidades de luz bastante elevadas de 1-10 MW/cm? a
unos 740-780 nm del laser STED anadido (por ejemplo, suministrado por una
potencia media de 100-300 mW de pulsos de ~ 100-300 ps de duracion de un
laser de Ti:Sa), lo que introduce la necesidad de prestar atencion a la absorcion
de calor y a las reacciones no deseadas inducidas por la luz. Sin embargo, las
maximas intensidades implicadas son menores que las utilizadas en la
microscopia de dos fotones, que como hemos visto se trata de una
herramienta bien establecida en la microscopia de células vivas (228).

Aunque tedricamente, la resolucion de la microscopia STED puede
alcanzar el tamano de la molécula (el limite ultimo de un microscopio
fluorescente), en la practica el fotodano de la muestra suele establecer el limite
de intensidad del haz de agotamiento, especialmente en el caso de las
muestras bioldgicas. Usualmente, un microscopio STED comercial o fabricado
a medida suele generar una resolucion maxima de 20-50 nm, permitiendo
obtener imagenes a nanoescala del interior subcelular. No obstante, se ha
llegado a alcanzar una resolucién de 5.8 nm en nanocristales (234).
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Si bien es cierto que se ha ralentizado el empleo de la técnica debido a
la creencia durante muchos afios de sus limitaciones por el posible efecto de
fotodano celular, junto con el elevado coste y dificultad de los primeros
equipos, en la tltima década los increibles hallazgos derivados de su uso han
propiciado su extension entre la comunidad cientifica (235).

El potencial de las imagenes de superresolucion en la investigacion
biologica radica no solo en la posibilidad de visualizar nanoestructuras,
incluso tridimensionales, en organismos vivos, como células o bacterias, sino
también de contribuir a la determinacion de procesos moleculares en los
organismos estudiados y, por tanto, poder ofrecer una caracterizacion
funcional mas amplia (221, 236). En concreto, un éarea en la que puede
aplicarse la microscopia de superresolucion es la obtencion de imagenes de
localizacion de puntos de mayor actividad catalitica (también conocidos como
hot pots) en estructuras vivas. Dado que este objetivo requiere las propiedades
fotofisicas especificas de la sonda fluorescente (237, 238), el desarrollo de
nuevos sensores emisivos para estudiar este aspecto es un tema de
investigacion actual.

II.3. Reacciones de transferencia de carga intramolecular (ICT)

En el campo de la biologia y la quimica, y mds concretamente en el de
la fotoquimica, las reacciones de transferencia de electrones son consideradas
uno de los procesos elementales mas fundamentales (239, 240). Han pasado
mas de 50 afios desde que Mulliken (241-243) presentara por primera vez el
concepto de transicion de transferencia de carga (por sus siglas en inglés, CT),
para hacer referencia a una excitacion directa a un estado donde un electrén
es transferido desde un grupo dador o electron-donante (a partir de ahora,
simplificado como D) a uno aceptor o electron-atrayente (o estado A). Desde
entonces, la reaccidon de transferencia de carga ha recibido una atencién sin
precedentes y ha inspirado amplios esfuerzos de investigacion (244).

Concretamente, las reacciones de transferencia de carga
intramolecular son un caso especifico, las cuales ocurren en moléculas que
contienen en su estructura ambos grupos unidos mediante un enlace o puente
7 que permite la deslocalizacidn de los electrones. Estos fluordforos, también
conocidos como push-pull (245), en disolventes polares y tras ser excitados,
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pueden llegar a un estado localmente excitado (por sus siglas en inglés, LE) o
también llamado estado Frank-Condon de tipo (1t-t*); y/o a un estado de
transferencia intramolecular de carga (por sus siglas en inglés, ICT), donde el
grupo D cede un electrén al grupo A, produciéndose una separacion de cargas
e incrementandose el momento dipolar del fluoréforo en el estado excitado
(figura II.17), el cual se relaja dada la interaccion con los dipolos de las
moléculas del disolvente de la esfera de solvatacion, dando lugar a una
disminucion energética del mismo con su consiguiente emision desplazada
hacia longitudes de ondas mas largas (245).

ho i
ofF—2f  [ofFal -
LE ICT

EF

Figura I1.17. Esquema simplificado del mecanismo de los fluoréforos ICT.

Entre los diferentes grupos D, se encuentran, principalmente, los
siguientes grupos funcionales: — NHz, — NHR, — NRiRz, - OR y -OH. Por el
contrario, entre los diversos grupos A estan: — (C = O), C =N y — SHO.. Por
altimo, el puente 7t estd formado por anillos aromaticos, donde sus orbitales
. pueden dar lugar una deslocalizacidon electrénica y, por ende, a la
transferencia electrénica (desde el grupo D al A.

Asi pues, una vez excitado el sistema, estos fluoréforos con
mecanismos ICT en disolventes polares, podrian emitir radiativamente desde
ambos estados, dando lugar a la posible existencia espectral de dos bandas de
fluorescencia, fendmeno conocido como fluorescencia tipo dual, vulnerando
asi el principio fotoquimico postulado por Michael Kasha en 1950 (246)
(también conocido como regla de Kasha), el cual establece que la emisién
radiativa de un fluoréforo sucede desde el estado excitado de menor energia
(S1), originando un espectro de emision constituido por una tnica banda
sencilla.

La banda de fluorescencia “normal” es la procedente de la emisién de
la especie LE, mientras que la segunda banda “andmala”, desplazada hacia
valores de longitud de onda mayores, procede de la emision de la especie ICT
(247, 248) (figura I1.18).
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Figura II.18. Imagen superior: diagrama de Jablonsky de las principales transiciones en ICT,
donde EF representa el estado fundamental de la especie inicial, LE la especie localmente
excitada, ICT la especie donde ha ocurrido la transferencia de carga y EF” el estado fundamental
de esta ultima. hv simboliza el proceso de absorcion, Fie la fluorescencia emitida por la
transicion LE-EF, TE es la transferencia electrénica, Ficr la desactivacion radiativa de la especie
ICT y NR su desactivacion no radiativa. Imagen inferior: bandas de emisién de fluoréforos ICT
en disolventes polares.

Este fendmeno depende fundamentalmente de la energia relativa de
estos dos estados y de la energia de activacion del proceso, que puede ser
modificada con la polaridad del disolvente. Asi pues, a medida que se
incrementa la polaridad del medio, la intensidad de la banda de fluorescencia
“andémala” aumenta en detrimento de la emisién “normal”.

Por el contrario, en disolventes apolares, la emision de este tipo de
fluordforos principalmente ocurrira desde el estado donde no se ha dado la
separacion de cargas, originando, en general, una unica banda, la
correspondiente al estado LE. Por otro lado, en fase gaseosa no se contempla
la banda de fluorescencia ICT, puesto que, probablemente, el estado ICT se
localiza a una energia ligeramente mayor que el estado LE, observandose
también una sola banda (ver figura II.19).
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Figura II.19. Efecto de la naturaleza del disolvente en las energias de los estados LE e ICT.

En términos generales, la mayoria de los fluoréforos de tipo dador-
aceptor presentan un comportamiento solvatocromico y obedecen la ley de la
brecha de energia simultdneamente, mostrando una disminucién de la
emision al aumentar la polaridad del disolvente (249). Asi, los fluoréforos con
un fuerte ICT, si bien, en disolventes préticos, presentan bandas de emision
desplazadas hacia el rojo, no poseen elevadas eficiencias cuanticas de
fluorescencia debido a los enlaces de hidrégeno formados entre el soluto y el
disolvente que promueven la desactivacién del fluoréforo de tipo no radiativo
(250), los cuales son clasificados como downhill type (249). No obstante, existen
algunos otros a los que le ocurre todo lo contrario, clasificados como uphill
type, debido a que, justamente, los enlaces de hidrogeno dificultan la
desactivacion no radiativa por entrecruzamiento de sistemas y conversion
interna (251-253).

La fluorescencia dual fue descubierta por Lippert (254) en el 4,4'-
dimetilaminobenzonitrilo (mas comunmente conocida como DMABN),
siendo considerada como molécula modelo de dicho fendmeno por su
simplicidad estructural (figura I1.20). Desde entonces, ha suscitado un enorme
interés por sus diversas utilidades no sélo en el campo de los sensores
fluorescentes (255-257) y el de la bioimagen (258) sino también en de la ciencia
de los materiales (259-262).
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Figura II.20. Estructura quimica de la molécula DMABN (azul: grupo A; rojo: grupo D).
Espectro de emisién de la fluorescencia dual de ~5 mM en acetonitrilo (Aexc = 266 nm) (263).

De hecho, son numerosos los fluordforos push-pull que, desde
entonces, han sido reportados por la comunidad cientifica. Algunos de ellos
se muestran en la figura II.21.

N H=
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Figura I1.21. Ejemplos de fluoréforos push-pull (azul: grupo A; rojo: grupo D) (245).

Son varios los modelos sobre el estado ICT: girado o “twisted” (por
sus siglas en inglés, TICT), doblado o “wagged” (por sus siglas en inglés,
WICT), rehibridizado (por sus siglas en inglés, RICT) y plana (por sus siglas
en inglés, PICT).
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Transferencia de carga intramolecular girada (TICT)

Es el modelo que caracteriza al mecanismo del DMABN vy fue descrito
por Grabowski et al. (264). De acuerdo al mismo, el compuesto en el estado
fundamental con geometria planar, tras ser excitado, entra en un estado LE
aun con dicha geometria. Tras ello, se produce un giro del grupo
dimetilamino hacia una configuracion perpendicular, provocando con ello,
que el grado de ICT se intensifique y se llegue a ese estado TICT (265).

Se trata pues de un estado en el que la ICT ocurre por un cambio en la
conformacion que proviene de una rotacion de 90° a través del enlace que une
el sistema dador y aceptor, provocando que el grupo amino se encuentre
perpendicular al anillo bencénico. Para que este giro suceda, lo mas usual es
emplear una amina alifatica como grupo D, puesto que el &tomo de nitrégeno
de este grupo tiene una hibridacion sp?, mientras que la pérdida de un
electron produce un cambio a una hibridacion plana tipo sp?, algo que ocurre
en picosegundos (266). La molécula por tanto quedaria cargada positivamente
sobre el atomo de nitrégeno del grupo amino y con carga negativa
deslocalizada en el anillo aromatico (ver figura I1.22).

*
*
—_—
— 5 A
LE TICT

Figura I1.22. Esquema simplificado del mecanismo TICT.

Al objeto de confirmar este mecanismo, fueron sintetizados, por los
investigadores anteriormente mencionados, derivados del DMABN en los
que varia la geometria molecular del grupo D. En algunos de ellos, al igual
que en la molécula original, los grupos electron-donantes podian rotar de
forma libre. En otros, sin embargo, dichos grupos, a través de la ciclacion,
fueron fusionados de forma coplanar al grupo benzonitrilo, como por ejemplo
en la l-metilindolina-5-carbonitrilo, dando lugar a una tnica banda de
emision correspondiente al estado LE incluso en disolventes altamente
polares, muy al contrario de lo que ocurre en otros tltimos derivados, donde
dicho grupo esta dispuesto perpendicularmente al grupo benzonitrilo de
forma fija, como en el caso de la 3,5-dimetil-4(dimetilamino)benzonitrilo,
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dando lugar, por tanto, a una tnica banda correspondiente al estado TICT
(265).

Usualmente, los fluordforos tipo TICT son empleados como sensores
de microambiente, dada su sensibilidad a la polaridad del entorno o la
viscosidad, entre otras variables (267).Tanto es asi, que se habla incluso de
polaridad critica para referirnos a un valor de polaridad, por encima del cual
se favorece el estado TICT, mientras que, por debajo, es el estado LE el
predominante (268).

Transferencia de carga intramolecular oscilante (WICT)

Propuesto por Schuddeboom et al. (269), este mecanismo de
transferencia de carga se caracteriza por la piramidalizacion del atomo de
nitrogeno del grupo amino mediante un cambio en su hibridacion, pasando
de una estructura plana sp? a una piramidal sp®, y provocando una
modificacion en el dngulo de oscilacion de los sustituyentes de la amina
alifatica.

Rehibridacion por Transferencia de carga intramolecular (RICT)

Otro de los mecanismos postulados para dar respuesta a la
fluorescencia dual del DMABN fue el propuesto por Sobolewski et al. (270).
Este modelo implica una rehibridacidn, pero en esta ocasion en el atomo de
carbono del grupo aceptor, de sp a sp? originando una torsién en el enlace
C-N del grupo ciano.

Transferencia de carga intramolecular plana (PICT)

En una serie de trabajos desde 1993 (271-273), Zachariasse et al.
propusieron la formacion de un doble enlace entre el atomo de nitrégeno del
grupo dador y el &tomo de carbono del puente 7, generando una estructura
plana como especie emisora ICT, llamada PICT, en el que el grupo amino se
encuentra en el mismo plano bencénico, y cuyo atomo de nitréogeno queda con
carga positiva.

Finalmente, cabe destacar que, a pesar de la propuesta de estos cuatro
mecanismos (figura I1.23), el modelo TICT, bien establecido en la comunidad
cientifica, es el considerado como mas defendido para explicar el fendmeno
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de transferencia de carga intramolecular, refrendado por los resultados
experimentales obtenidos y los calculos tedricos llevados a cabo (274).
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Figura. I1.23. Modelos basados en cambios estructurales para explicar la naturaleza del estado
ICT (azul: grupo A; rojo: grupo D).

I1.4. Derivados del Dicianometileno-4H-Pirano como sensores ICT

Entre los distintos fluordforos existentes conocidos por sus buenas
propiedades fotofisicas y fotoquimicas destacan los derivados del
dicianometileno-4H-pirano (DCM), también llamado como el colorante laser
arilideno (275, 276). Con un gran desplazamiento de Stokes, una alta
fotoestabilidad (277), una ajustable emision NIR, y una seccidn transversal de
absorcion bifotdnica adecuada (278), resultan de gran interés como demuestra
su amplio numero de aplicaciones. Asi, se han sintetizado derivados utiles en
la fabricacion de emisores OLED (279), circuitos electronicos, laseres (280),
células fotovoltaicas (281) y también como sensores fluorescentes.
Recientemente, se han sintetizado incluso derivados en estado solido para la
visualizacién de huellas dactilares latentes, de gran interés en investigacion
criminalistica (282). Merece la pena resaltar su emision en el NIR, pues ello le
confiere propiedades excelentes para convertirse en buen candidato para la
imagen bioldgica. Por todo ello, suscita un enorme interés en diversos
campos, principalmente en el de la quimica y la ingenieria.
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Con respecto a la estructura quimica del fluordforo, el DCM es una
molécula con una conformacion D-n-A, con un grupo dimetil-amino como
grupo D y un grupo diciano como grupo A, los cuales se separan mediante
un puente conjugado formado por dos anillos aromaticos y enlaces sencillos
y dobles alternados que se extiende desde el dador hasta el aceptor. Esto le
convierte en un sistema ICT, en el que, tras la excitacion, se produce un
movimiento de carga desde el grupo D hasta el A, provocando una alteracion
de la fluorescencia (figura 11.24).

N=7 ——N

Figura I1.24. Esquema del proceso ICT en el fluoréforo DCM (azul: grupo A; rojo: grupo D).

Aunque se han llevado a cabo experimentos que proponen la
existencia de un estado excitado CT para el DCM, la naturaleza de este atn
no estd tan clara, siendo muchos los trabajos que proponen diferentes teorias
para explicar la evolucion del DCM desde un estado de excitacion local (LE)
a un estado CT (283-289).

En cuanto a las estrategias de disefio de derivados del DCM para el
control de sus propiedades fotofisicas, se incluye la introduccion de grupos
donantes y/o aceptores mas fuertes, o la extension del sistema m-conjugado
mediante la adicion de anillos aromaticos, provocando asi el estrechamiento
de la brecha de energia de banda entre el estado fundamental y el excitado,
algo que permite el desplazamiento de la emision hacia mayores A en la region
NIR.

Por otro lado, la introduccién de grupos capaces de extinguir la
fluorescencia (conocidos comunmente en inglés como grupos quencher)
permite la obtencion de sondas de tipo “off-on”. Asi, en presencia de la diana,
se produce la separacién de dicho grupo y se restaura el mecanismo ICT del
fluordforo. Teniendo en cuenta esta consideracién, son numerosos los
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sensores fluorescentes derivados del DCM que se han desarrollado para el
reconocimiento de distintos analitos con alta sensibilidad y selectividad, no
sOlo en disolucion sino también a nivel celular:

= Jones. Partiendo del DCM-OH y acoplandole distintos quenchers a través
del grupo hidroxilo fendlico, se han sintetizado un buen ntmero de
sensores para la deteccion de iones especificos. Asi, por ejemplo, la unién
al grupo protector difenil fosfinato ha dado lugar a un sensor 1til para la
deteccion de peroxinitrilo (290), mientras que la unién al grupo
tiocarbamato, origind el sensor DCM-OCI para hallar iones hipoclorito
(291), una especie reactiva de oxigeno con papeles esenciales en diversos
procesos fisioldgicos y patoldgicos, como la respuesta a patdgenos, la
edad, la respuesta antinflamatoria, y la regulacion inmunitaria. En
estudios de los tltimos afios se ha trabajado en otro sensor de cianuro con
una alta selectividad y sensibilidad en presencia de otros iones
interferentes comunes y pequefias moléculas, y cuyo mecanismo de accion
estd asociado a la adicion nucleofilica del cianuro acoplada a la
eliminacion del 2-tiofenocarbonilo, presente en el sensor (292); y en el
desarrollo de otro para el ion cuprico, participante en diversos
catalizadores enzimaticos y en la transduccién de electrones como
cofactor de enzimas relacionadas, para lo cual se ha acoplado el DCM-OH
al acido picolinico, originando el DCM-Cu, con un limite de deteccién de
25.4 nM. Por otro lado, a partir del derivado DCM-NHz se ha sintetizado
el sensor DCM-Si, para la deteccion cuantitativa de iones fluoruro
exogenos en células HeLa y embriones de pez cebra mediante la obtencién
de imagenes de fluorescencia (293).

* Especies reactivas de oxigeno (por sus siglas en inglés, ROS).
Recientemente, Ling et al. (2019) partiendo del derivado DCM-OH y
utilizando n-butenil como grupo de reconocimiento, han sintetizado el
sensor DCM-Os para la deteccién de ozono in vitro e in vivo (294), especie
causante de un gran numero de trastornos respiratorios como asma,
bronquitis, disnea e incluso problemas cardiopulmonares. Otra ROS de
gran importancia por su implicacion en el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas es el peréxido de hidrogeno, y para cuya deteccién
también se ha reportado la sonda DCM-B2, con una respuesta de emision
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de fluorescencia tras la conversion de su unidad de aril boronato en fenol
en presencia de esta especie (295).

Especies reactivas de nitrogeno. El nitroxilo es uno de los derivados mas
importantes del dxido nitrico, e interviene como una molécula activa en
muchos procesos biologicos y farmacoldgicos. Para monitorizar nitroxilo
en muestras bioldgicas vivas, se ha sintetizado el compuesto DCM-P, una
sonda fluorescente libre de metales en la region NIR que contiene el
nucleo de DCM y una triarilfosfina como fraccién de reconocimiento (296).

Tioles. Entre ellos, el glutatién, cobra un especial interés por su gran
abundancia como tiol intracelular, donde juega un papel defensivo
fundamental. Por consiguiente, alteraciones en sus niveles se han
correlacionado con multitud de patologias de diversa etiologia. Por ello,
su deteccion ha sido el objeto perseguido en muchas investigaciones. Li et
al. (2014) han trabajado en el disefio de un sensor, mediante el ensamblaje
al grupo fenodlico del DCM-OH de un grupo 2,4-dinitrobenceno-1-
sulfonido, sensible a este tiol (297).

Enzimas. Conjugando el fluor6foro DCM con N,N-dimetilanilina a través
de un enlace azo, se ha sintetizado el sensor “off-on” AZO-DCM que, en
presencia de NADPH, muestra una alta selectividad hacia la citocromo
P450 reductasa frente a otros biorreductores en condiciones de hipoxia.
Con esta molécula, se puede distinguir las células en hipoxia de las que se
encuentran en normoxia de forma rdpida y sensible (298). Por otro lado,
mediante el ensamblaje de trifenilfosfato en el DCM-OH, se ha conseguido
desarrollar una sonda, llamada DCPOP, sensible a lisozima en muestras
de orina, cuya concentracion podria utilizarse para el diagnéstico de la
sarcoidosis y varias enfermedades tubulares renales (299).

Por todo ello, la sonda NIR basada en DCM y activable por enzimas puede
ser una potente herramienta para investigar las importantes funciones de
éstas en sistemas bioldgicos.
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III. Materiales y Métodos
II1.1. Instrumentacion

II1.1.1. Balanza

Se ha utilizado una Balanza Analitica Electrénica Sartorious modelo
A-120 S, provista de un sistema de calibracion interno y externo. Presenta una
desviacion estandar de + 0.1 mg y tiempo de respuesta de 3 s.

II1.1.2. pH-metro

Las medidas de pH han sido realizadas con un pH-metro Crison pH-
Meter BASIC 20+ que permite los intervalos de medidas siguientes: pH entre
-2y 16, mV: 2000, temperatura entre -20 y -150 °C. Para su calibracion se han
utilizado tampones standard: 4.01, 7 y 9.21, con un error de medida (+ 1
digito): > 0.01 pH, > 1mV, 2 0. 2 °C.

I11.1.3. Sonicador

Se ha empleado un bafio de ultrasonidos Ultrasons Selecta P modelo
513 con un generador de 150 W que produce ondas de sonido de 40 KHz.
Dispone de un temporizador sincronizado con ldampara de sefializacion.

II1.1.4. Agitador magnético

Se ha utilizado un agitador magnético Bungen modelo MC8 para
algunos experimentos.

II1.1.5. Agitador

Para la realizacion de esta Tesis Doctoral se ha utilizado un
termoagitador EIMI SkyLine DTS-2 para 2 microplacas (ELME 10023). Las
caracteristicas del agitador son una velocidad de rotacién entre 100-1300 rpm,
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una amplitud de rotaciéon de 1.5 mm y un rango de control de temperatura
desde ambiente +3 °C hasta 60 °C.

II1.1.6. Espectrofotometro de absorcion UV-Vis

Los espectros de absorcion se registraron principalmente en un
espectrofotometro Lambda 650 UV-Vis (Perkin Elmer, Waltham, MA,
EE.UU.) con una resolucion de 0.17 nm. Es un espectrofotémetro de doble haz
con dos compartimentos, uno para la propia muestra y otro para la referencia,
que permite corregir la interferencia del disolvente, ambos de 1 cm de paso
de luz. Se trata de un equipo compatible con las medidas de transmision y
reflectancia. Permite realizar barridos desde 190-900 nm de longitud de onda.
Cuenta con un sistema de control de temperatura Peltier (ETC-273T). Las
fuentes de excitacion continua consisten en una lampara de deuterio para la
region ultravioleta y otra de tungsteno haldgena para el visible que esta
prealineada y preenfocada para una rapida sustitucion y un maximo tiempo
de funcionamiento. El cambio de ldmpara se produce a 319.2 nm. Posee un
sistema doble de monocromadores de rejilla halograficos, y una rendija que
asegura el ajuste de la altura del haz de luz para que pase justo por el centro
dela cubeta. Ademas, esta equipado con un despolarizador de haz que corrige
el sesgo instrumental y un fragmentador dindmino del mismo, también
conocido como chopper. Por ultimo, el detector del instrumento es un tubo
fotomultiplicador R955. Todo el sistema se controla por un ordenador que
cuenta con un software especifico.

II1.1.7. Nanodrop

Algunos espectros de absorcion, dependiendo del tipo de muestra, se
recogieron en un espectrofotometro Thermo Scientific™ NanoDrop 2000
(Waltham, Massachussetts, Estados Unidos). Se trata de un espectrofotémetro
UV-Vis compacto de espectro completo utilizado para cuantificar y evaluar la
pureza de ADN, ARN, proteinas, etc. Es el tnico espectrofotometro de
microvolimenes con tecnologia patentada de retencion de muestras que mide
volimenes que oscilan entre 0.5 y 2 uL, permitiendo pipetear una muestra
directamente sobre una superficie de medida dptica o pedestal, sin necesidad
de diluir la muestra, lo que permite su recuperacion para otro tipo de medida.
Posee un tiempo de respuesta inferior a 5 s. El rango espectral comprende
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desde 190 hasta 840 nm. Cuenta con métodos preconfigurados para A260,
A280, proteinas y ADN etiquetados, etc., asi como de un software sencillo que
incluye métodos personalizados y capacidades de exportacion de datos.

Fig. IIL.1. Fotografia del NanoDrop 2000.

II1.1.8. Espectrofotometro de infrarrojo con transformada de Fourier
(FTIR)

Los espectros de infrarrojo fueron adquiridos mediante el empleo de
un espectrofotometro JASCO FT/IR-4600 (Jasco, Tokio, Japon). Este
instrumento cuenta con ventanas no higroscopicas de KRS-5 (Bromuro de
Talio-Ioduro) que impiden el dafio por humedad, un detector DLaTGS
(sulfato de triglicina dopado con L-alanina deuterada) estabilizado por
sistema peltier, un laser HeNe (helio-nedn) de alta estabilidad de emision y
una fuente de cerdmica de alto rendimiento para una maxima sensibilidad. La
alineacion dptica permanente del interferémetro estd garantizada por la
oOptica con espejos “Corner Cube Mirrors” y el sistema de autoalineamiento
para maximizar la energia que alcanza el detector. Posee una resolucion de
0.7 cm, una senal/ruido > 25000:1, y un rango de medida de 7800 a 350 cm-'.
Cuenta ademas con un dispositivo de ATR (Reflectancia Total Atenuada).
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II1.1.9. Espectrofluorimetro de estado estacionario

Los espectros de emision de fluorescencia en estado estacionario
fueron recogidos mediante un espectrofluorimetro Jasco FP-8300 (Jasco,
Japén). El sistema Optico esta constituido por dos monocromadores de red
concava de difraccion para excitacion y emision. Dicho equipo cuenta,
ademads, con una ldmpara de arco de xenén de 150 W como fuente de
excitacion y con tubo fotomultiplicador de silicio como detector. Posee un
rango de medida que va desde 200 a 900 nm. La resolucion es de 1 nm, la
precision de longitud de onda + 1.5 nm, y la repetibilidad + Inm. El ancho de
banda de las rendijas de excitacion y emision se puede seleccionar entre 1, 2.5,
5,10 y 20 nm. A través de su software Spectra Manager también se puede
controlar la velocidad de barrido de longitud de onda entre 20 y 20000
nm/min, en funciéon de la respuesta y la sensibilidad seleccionadas. Es
también posible seleccionar filtros para las diferentes longitudes de onda o el
atenuador de la transmitancia. Tiene un soporte de celdas rectangular de 10
mm como compartimento de muestras, el cual se puede purgar por nitrégeno,

siendo también termostatizable mediante un bafio externo.

Fig. I11.2. Fotografia del espectrofluorimetro de estado estacionario JASCO FP-8300.

IT1.1.10. Fluorimetro con resolucion temporal

Las mediciones de fluorescencia resueltas en el tiempo se llevaron a
cabo en un fluorimetro con resolucion temporal FluoTime 200 (PicoQuant
GmbH) basado en la metodologia de recuento de fotones individuales
relacionados con el tiempo (TCSPC), y equipado con varias fuentes laser para
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la excitacion. A continuacion, se describe la excitacion laser y el sistema
TCSPC.

Fuentes de excitacion laser

Las fuentes de excitacion empleadas en la recogida de los
decaimientos de luminiscencia consisten en ldseres de diodos de
picosegundos pulsados de alta potencia, bien de 375 nm (LDH-375),
405 nm (EPL-405), 440 nm (LDH-440), 470 nm (LDH-P-470), 485 nm
(LDH-P-C-485), 530 (LDH-530), o 635 nm (LDH-P-635). Excepto el de
405 nm (Edinburgh Instruments), todos ellos son de PicoQuant
GmbH. La frecuencia de pulso de la fuente de excitacion se controla
mediante un sistema PDL 800 (PicoQuant GmbH), que cuenta con un
oscilador de cristal que genera fluctuaciones inferiores a la frecuencia
madre, lo que permite dividir la frecuencia de los pulsos entre factores
binarios (1, 2, 4, 8 o0 16) para generar un rango de frecuencias de pulso
de 40, 20, 10, 5 y 2.5 MHz. En esta Tesis, se ha utilizado una tasa de
repeticion de 40 MHz y un ancho de pulso entre 20 y 120 ps. Para tener
estabilidad en las medidas, la temperatura de la sala esta controlada
por un termostato que mantiene estable la temperatura de la fuente
laser.

Sistema TCSPC

Mediante la técnica TCSPC se adquieren las curvas de decaimiento de
fluorescencia, construyendo un histograma del tiempo de llegada de
fotones individuales al detector a lo largo de muchos ciclos de
excitacion/emision. En el histograma se registra el tiempo transcurrido
entre la generacion del pulso laser de excitacion y la llegada al detector
de los fotones emitidos correspondientes a esa excitacion. Esta técnica
se ha llevado a cabo en el mencionado espectrofotometro de
fluorescencia resuelta en el tiempo Fluotime 200, con una geometria
en L, y controlado por un ordenador equipado con la tarjeta de
adquisicion de datos TCSPC TimeHarp 200 (PicoQuant GmbH).
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Fig. II1.3. Esquema del fluorimetro con resolucién temporal FluoTime 200 (PicoQuant).

Como se muestra en la figura IIL.3, la radiacion de excitacion pulsada
del laser se dirige a la cAmara de la muestra a través de una fibra
Optica. Alli, mediante una lente, el haz se enfoca hacia la muestra. La
emision se recoge y se colima a través de lentes en dngulo recto con
respecto a la excitacion. La luz emitida pasa a través de un polarizador
laminar colocado en un dngulo de 54.7 ° con respecto a la direccion de
polarizacion de la luz excitadora, con el fin de eliminar los efectos de
la difusién rotacional de los fluoréforos en los decaimientos de
fluorescencia. Posteriormente, la luz emitida se enfoca en un
monocromador Sciencie Tech 9030, cuyas especificaciones técnicas
son: £/3.5, rejilla de difraccion holografica concava de 1200 lineas/mm,
8 nm de dispersion angular y rango espectral de 350 a 800 nm. Tras
pasar por dos rendijas de anchura controlable, la deteccion de los
fotones emitidos se realiza en un fotomultiplicador de placa de
microcanal, cuya sefial sirve de pulso de START. El pulso de STOP
procede del oscilador PDL 800 B. Ambos pulsos estan conectados a un
ordenador equipado con la tarjeta TimeHarp 200 y al programa
informatico de control que dispone de los dos moddulos de
discriminacién de fraccion constante (por sus siglas en inglés, CDF): el
convertidor tiempo-amplitud (por sus siglas en inglés, TAC) y el
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convertidor analogico-digital (por sus siglas en inglés, ADC). Los
histogramas de los decaimientos de fluorescencia se recogen a lo largo
de 1036 canales.

I11.1.11. Incubador de CO:

Las células y tejidos se mantuvieron en un incubador de CO:
Panasonic IncuSafe MCO-18AC-PE en condiciones de 5 % de CO:z y 37 °C
hasta inmediatamente antes de las medidas, con el fin de mantenerlas el
mayor tiempo posible en sus condiciones dptimas de vida.

II1.1.12. Campana de flujo laminar vertical

Las células y tejidos fueron lavados y tratados en una campana de flujo
laminar vertical Telstar PV-100 para su preparacion y posterior uso en los
ensayos de microscopia.

II1.1.13. Microscopios
I11.1.13.1. MicroTime 200

Para realizar las medidas de imagen de intensidad de fluorescencia e
imagenes de tiempos de vida de fluorescencia (FLIM) se ha utilizado un
microscopio confocal invertido con excitacidn laser pulsada, MicroTime 200
(PicoQuant GmbH, Berlin, Alemania). El instrumento no soélo es capaz de
realizar imagenes FLIM, sino también espectroscopia de fluorescencia de una
sola molécula, y técnicas relacionadas, como la espectroscopia de correlacion
de fluorescencia (FCS). El MicroTime 200 consta de cuatro partes principales:

*  Microscopio Olympus IX71 (Olympus, Tokio, Japdn). Se trata de un
microscopio Optico invertido que incluye un sistema Optico con
correccion infinita (por sus siglas en inglés, UIS), que permite no
reducir el campo de visidon cuando se afiaden accesorios intermedios.
Estd equipado con un sistema de lentes 6pticas WHN10x y los
siguientes objetivos Plan-N-x40, Plan-N-x60, y de inmersién U-Plan-
S-Apo-x100 (1.4 de apertura numérica, NA), siendo este ultimo
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utilizado con aceite de inmersién tipo DF, un tipo de aceite de muy
baja fluorescencia util para microscopia de fluorescencia con
resolucion muy alta, y con un indice de refraccion de 1.515. Las
caracteristicas generales del microscopio se pueden observar en la
figura II1.4. Para obtener una imagen de una region, la muestra se
escanea con un dispositivo piezoeléctrico x-y (Physik Instrumente).

Lampara de

/ halégeno

Columna de

_ Condensador
iluminacién =3

___Muestra

Tornillo
micrométrico

macrométrico

Fig. IIL. 4. Fotografia de las partes del microscopio invertido Olympus IX71.

Sistema de excitacion. Consiste en los mismos laseres pulsados de
diodos descritos anteriormente para el instrumento Fluotime 200. Asi
pues, se conectan a través de una fibra al FluoTime 200 o al MicroTime
200 dependiendo de las medidas experimentales que se quiera
realizar. Los laseres se manejaron con un controlador "Sepia II"
(PicoQuant GmbH), que permite el uso simultaneo de dos cabezales
laser diferentes. El driver 'Sepia II' también permite generar
frecuencias de pulsos de 40, 20, 10, 5y 2.5 MHz.

Ademas, se puede operar con un ldser multifotén Chameleon
Discovery NX (Coherent Laser Group, Santa Clara, CA, EE.UU.).

Unidad optica principal (por sus siglas en inglés, MOU). A su vez,
comprende las siguientes subunidades:
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El segmento de excitacion. Es la parte por donde entra en la
MOU el haz de luz laser que proviene del sistema de
excitacion. Se incorpora por una fibra optica mediante un
conector FC/APC vy tras reflejarse en un espejo pasa por el
shutter de excitacion (que puede ser controlado por software o
manualmente). Una vez que el haz pasa por el shutter, el 10-20
% de la intensidad se dirige a un fotodiodo que mide la
potencia de excitacion.

La unidad confocal basica. Tras pasar por el segmento de
excitacion, el haz de luz se refleja en el espejo dicroico
principal con una geometria de 45 ° que redirige la luz al
objetivo del microscopio Olympus IX71 que enfoca la luz en la
muestra.

La emision de fluorescencia, asi como la luz de excitacién
reflejada, es recogida de nuevo por el objetivo del microscopio
y redirigida otra vez al espejo dicroico, que estd optimizado
para dejar pasar principalmente la radiacion fluorescente. La
luz transmitida en el dicroico pasa por una rueda de filtros, en
la que se puede utilizar un filtro de corte especifico para
eliminar los restos de la luz de excitacion que llegan a la via de
deteccidon. A continuacidn, la luz se dirige hacia una lente
acromatica que la enfoca en un pinhole de apertura de 75 pm
de didmetro. La distancia entre la lente y el pinhole es
facilmente controlable para optimizar el plano confocal. Tras
el pinhole, el haz es colimado por una segunda lente y guiado
hacia los detectores de fotones, que se describirdn mas
adelante.

Diagnostico del plano focal. Parte de la luz de excitacion
reflejada y redirigida hacia el dicroico es, a su vez, reflejada
hacia el segmento de diagnostico del plano focal. El disefio
optico del MicroTime 200 permite un andlisis continuo de la
luz de excitacion, lo que hace posible controlar la posiciéon y la
calidad del plano focal y el volumen excitable en la muestra.
Hay una camara CCD (GANZ ZC-F10C2, con 500x 582 pixeles
(1/3") que permite el diagnodstico y monitoriza
permanentemente la imagen vista por el objetivo. Las
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imagenes obtenidas se visualizan en el ordenador. La luz que
llega ala camara se puede regular mediante filtros de diferente
densidad optica.

Canales de deteccion: El haz colimado de la emision
fluorescente llega a los detectores a través de la unidad
confocal basica. Se dispone de hasta dos canales de deteccion
diferentes, y la luz emitida puede dirigirse a uno solo de los
detectores, o a los dos utilizando un divisor de haz 50/50 o
espejos dicroicos de geometria especifica de 45 °. Cada canal
de deteccion tiene un obturador mecanico y una lente para
enfocar la radiacion incidente en la seccion sensible de los
detectores. Los detectores utilizados son diodos de avalancha
de un solo fotén (SPAD), SPCM-AQR-14 (PerkinElmer), con
un rango de longitud de onda de deteccion de 400 a 1100 nm,
y una alta eficacia de deteccion (mas del 70 %) a 630 nm. Es
posible utilizar un filtro de paso de banda delante de los
detectores para seleccionar las bandas de emision en cada

canal.
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Fig. I1I. 5. Esquema de la unidad 6ptica principal.

Adquisicion de datos y etiquetado electronico de fotones: la
informacién del tiempo de llegada de los fotones resuelta en
el tiempo se recoge mediante dos tarjetas de recogida de datos
TimeHarp 200 (una para cada canal de deteccion). Se trata de
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un sistema TCSPC que puede funcionar de varias maneras, la
mas relevante para nuestras aplicaciones es la metodologia
Time-Tagged-Time-Resolved (TTTR). El método TTTR
permite registrar el tiempo de llegada de cada foton individual
a los detectores. Por un lado, se determina el tiempo de
START-STOP de cada foton con resolucion de picosegundos,
mas concretamente es el tiempo transcurrido entre el pulso de
excitacion (START) y la llegada del foton (sefial de STOP), tal
y como se hace en el tiempo de fluorescencia resuelto por el
modo TCSPC. Por otro lado, la llegada de cada fotén es
registrada por un reloj independiente que mide el tiempo total
de cada experimento y etiqueta cada foton a su hora global de
llegada al detector, respecto al tiempo global de medida. Esto
permite identificar los fotones que provienen de la misma
molécula y también discriminar las fluctuaciones de
fluorescencia que son una caracteristica de los experimentos
de moléculas individuales.

A menudo es deseable sincronizar las mediciones del TCSPC
con otra informacion o con otros registros. Para realizar, por
ejemplo, imagenes de los tiempos de vida de la fluorescencia,
también es necesario registrar la localizacion espacial de los
fotones. Para conseguirlo, se necesita un mecanismo que
asigne la informacion de sincronizacion externa a los datos
TCSPC recogidos de forma independiente. Para resolver este
problema, el conjunto de datos generado por el TimeHarp 200
puede contener marcadores para la informacién de
sincronizacion derivada de las iméagenes capturadas. La figura
II1.6. muestra cémo se registra la sefial del marcador externo
en la secuencia de datos.
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Fig. III. 6. Esquema del funcionamiento del sistema TTTR.

Como en el TCSPC clasico, se mide la diferencia de tiempo
entre el momento de la excitacion y la llegada del primer foton
de fluorescencia al detector. Este tiempo TCSPC (t) se almacena
en el flujo de datos TTTR junto con una etiqueta global (T) y la
informacién sobre el canal de deteccion (CH). En el flujo de
datos para la obtencion de imagenes pueden incluirse sefiales
de sincronizacion externas adicionales (marcadores, M), por
ejemplo, registrando las coordenadas XY de cada pixel.

Por otro lado, para la recogida de imagenes de microscopia de
fluorescencia con excitacion bifotonica posee el ya mencionado sistema laser
Chameleon Discovery NX, un ldser de femtosegundos ampliamente
sintonizable, ultrarrdpido y automatizado de nueva generacién, de alta
potencia y doble salida, con compensacion automatica de la dispersion.
Consta de un cabezal laser, una fuente de alimentacién (conectada por un
umbilical al cabezal laser), una unidad de recirculacion en miniatura (MRU)
y un refrigerador de bucle cerrado. También cuenta con un selector de pulsos
APE (Angewandte Physik & Elektronik GmbH, Berlin, Alemania). Entre sus
especificaciones técnicas resaltar que la salida A (sintonizable) la longitud de
onda de excitacion va desde 660 a 1320 nm, la duracién de pulso es de 100 fs
(a 900 nm), la tasa de repeticion es de 80 + 0.5 MHz y la potencia de salida >
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2700 mW (a 800 nm). En cambio, para la salida B (fija) la longitud de onda es
1040 nm, la duracion de pulso es de 140 fs, la tasa de repeticion es de 80 + 0.5
MHz y la potencia de salida > 2800 mW (a 1040 nm).

Figura IIL.7. Sistema Discovery Laser. Fotografia del cabezal laser (no se muestra la MRU, la
fuente de alimentacion ni el refrigerador).

I11.1.13.2. Leica TCS-SP5 11

El otro sistema utilizado para la adquisicion de imagenes con
excitacion por dos fotones consistio en un Microscopio Confocal Espectral de
Alta Velocidad y Multifoton Leica TCS-SP5 II (Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemania). Se trata de un microscopio invertido Leica DMI6000B con platina
motorizada y sistema de incubacion con control de la temperatura y del CO..
Cuenta con los siguientes laseres: laser Diodo azul 405 nm, laser de Argén
(458, 476, 488, 496, 514 nm), laser DPSS 561 nm, laser de Helio-Neo6n 633 nm,
y laser Mai Tai HP Deep See (690-1040 nm) pulsatil (100 fs). Los objetivos
disponibles son: PL APO 10x/0.40 CS; PL APO 40x/1.3 CS aceite; PL APO
lambda blue 63x/1.4 aceite; PL. APO 63x/1.2 CS agua; IR APO L 25x/0.95 agua.

II1.1.13.3. Abberior Expert Line

El Abberior Expert Line (Abberior GmbH, Géttingen, Alemania) es un
microscopio de barrido con excitacion laser pulsada util no solo para
imagenes de fluorescencia con resolucion limitada por difraccién (imagenes
confocales), sino también para imagenes de superresolucién de fluorescencia
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basadas en la técnica de deplecion estimulada de la emision (por sus siglas en

inglés, STED), el cual permite ademas el uso de otras técnicas de microscopia

en tiempo resuelto, entre las que cabe destacar, microscopia de imagen de

tiempo de vida de fotoluminiscencia (por sus siglas en inglés, PLIM). El

Abberior Expert Line consta de las siguientes partes principales:

Microscopio Olympus IX83 (Olympus, Tokio, Japon). Se trata de un
microscopio confocal invertido con optica libre de aberraciones
cromaticas y objetivo apocromatico de inmersion en aceite, U-Plan-S-
Apo-100x, y de 1.4 de NA.

Sistema de excitacion. Consiste en una serie de laseres de diodos
pulsados que permiten las excitaciones duales simultdneas o
alternadas. El conjunto de laseres cubre un amplio rango de longitudes
de onda que abarca desde el ultravioleta cercano (375 nm) y todo el
rango espectral del visible. Asi, cuenta con laseres de 375, 450, 485, 561
y 640 nm. El médulo de STED consta de un laser pulsado de deplecion
de ultra alta potencia de 775 nm.

Pinhole, de tipo mecanico controlado por software.

Sistema de filtros de deteccion. Cuenta con tres filtros de corte o
dicroicos (LP) de 514, 560 y 633 nm, y cuatro filtros de banda de 509/22,
545/25, 605/50 y 685/70 delante de los detectores para seleccionar las
bandas de emision en cada canal.

Detectores. Incluye dos detectores de fotodiodos de avalancha APD1
(650-720) y APD2 (580-630) y dos tubos fotomultiplicadores hibridos
HPMT1 (533-558) y HPMT2 (498-520).

Figura II1.8. Fotografia del microscopio Abberior Expert Line.
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En este microscopio, la sefial de fluorescencia se separa de la luz
incidente y es guiada hasta la unidad detectora, donde atraviesa un pinhole.
Tras abandonar este orificio, la fluorescencia se separa en los distintos canales
de deteccion mediante filtros de emisidn fijos (ver figura II1.9.)

Detectores

Laser STED

Pinhole
—

Pt

Laseres de excitacion

Figura II1.9. Esquema del montaje del Abberior Expert Line.

» Microscopio

I11.1.13.4. Estereomicroscopio Nikon SMZ18

Se trata de una lupa con luz transmitida (base de iluminacién
diascépica LED P-DSL32) y modulo de epifluorescencia (HG Precentered
Fiber illuminator Intensilight C-HGFIE HG/C-HGFI HG (130W)). Cuenta con
diferentes filtros (DAPI, GFP y RFP) y un zoom manual con ratio elevado 18:1.
Permite la obtencion de aumentos en continuo entre 7.5 y 135x con un objetivo
1x y oculares 10x. Dispone de camara de color de alta sensibilidad DS-Ri2
sensor CMOS y permite una maxima resolucion de 16.25 megapixeles. Se
controla por el software NIS-Elements de Nikon.
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I11.1.14. Espectrometro de resonancia magnética nuclear

Los espectros de RMN de 'H y ©*C se registraron en un espectrémetro
de alta definicion Bruker Avance (500 MHz) o Neo Varian Direct Drive (500
MHz).

I11.1.15. Espectrometro de masas

Los espectros de masas de alta resolucion (HRMS) se registraron
mediante EI en un Micromass GCT Agilent Technologies 6890N (Waters),
mediante espectros de masas APCI realizados en un espectrémetro de masas
Bruker MAXIS II o por espectrometria de masas ESI realizada en un
espectrémetro de masas Waters Xevo G2-XS QTof.

IT1.2. Reactivos

Los reactivos usados para realizar la parte experimental de esta Tesis
Doctoral fueron adquiridos de varias casas comerciales con grado de pureza

analitica o bioquimica, y son los que se relacionan a continuacion:

* 2-Propanol (= 99.5 %; Sigma-Aldrich)

* 1,4-Dioxano (= 99.0 %; Sigma-Aldrich)

* 2-hidroxiacetofenona (Sigma-Aldrich)

* 4-Acetamidabenzaldehido (Sigma-Aldrich)

* 4-Hidroxibencilamina (Sigma-Aldrich)

= Acetato de etilo (= 99.5 %; Sigma-Aldrich)

= Acetato de etilo anhidro (99.8 %; Sigma-Adrich)

= Acetilcolinesterasa humana/AChE (recombinante, expresada en
células HEK 293, polvo liofilizado, > 1.000 ud/mg proteina; Sigma-
Aldrich)

= Acetona (= 99.5 %; Sigma-Aldrich)

= Acetonitrilo (= 99.5 %; Sigma-Aldrich)

= Acido acético glacial (quimicamente puro, Panreac)

= Acido clorhidrico (37 %; Sigma-Aldrich)

= Acido fosfomolibdico (Sigma-Aldrich)

»  Acido perclorico (disolucion acuosa 70 %; Sigma-Aldrich)

= Acido sulftrico (98 %; Sigma-Aldrich)

= Acido trifluoroacético/TFA (99 %; Sigma-Aldrich)
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Agua mili-Q ultrapura (18MQc-cm)

Anhidrido acético (= 99.9 %; Sigma-Aldrich)

Boc-Gly-Pro-OH (Sigma-Aldrich)

Bromuro de  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio)/MTT
(Sigma-Aldrich)

Carbonato sddico anhidro (Sigma-Aldrich)

Ciclohexano (=99 %; Sigma-Aldrich)

Clorhidrato de bestatina (98 %; Thermo Scientific Chemicals)
Clorhidrato de L-alanina 4-nitroanilida (98 %; Thermo Scientific
Chemicals)

Clorobenceno (= 99.5 %; Sigma-Aldrich)

Cloroformo (99.8 %; Sigma-Aldrich)

Cloroformo-d (Sigma-Aldrich)

Diclorometano (purisimo p.a; Sigma-Aldrich)

Diclorometano-d: (99.9 % isotdpico; Thermo Scientific Chemicals)
Dihidrdgeno fosfato monosodico (purisimo p.a; Fluka)
Dimetilsulféxido (99.9 %; Sigma-Aldrich)

Dimetilsulféxido-ds (Sigma-Aldrich)

Dipeptidil Peptidasa IV humana/DPP IV (recombinante, expresada en
células Sf9; Sigma-Aldrich)

Dipeptidil Peptidasa VIIl humana/DPP VIII (recombinante, expresada
en células Sf9; Sigma-Aldrich)

Etanol (purisimo; Sigma-Aldrich)

Fluoresceina (Sigma-Aldrich)

Fosfato de sitagliptina (Sigma-Aldrich)

Hexafluorofosfato O-(7-aza-1H-benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-
tetrametiluronio/HATU (97 %; Thermo Scientific Chemicals)

Hexano (= 95 %; Sigma-Aldrich)

Hidrdgeno fosfato disddico (purisimo p.a; Fluka)

Hidréxido sddico (lentejas; Sigma-Aldrich)

Leucina aminopeptidasa porcina/LAP (tipo VI-S, polvo liofilizado, (=
12 ud/mg proteina; Sigma-Aldrich)

Lipasa humana pancreatica / PNLIP (Sigma-Aldrich)

Malononitrilo (=99 %; Sigma-Aldrich)

Metanol anhidro (99.8 %; Sigma-Aldrich)

N,N-Diisopropiletilamina / DIPEA (Sigma-Aldrich)
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* N,N-Dimetilformamida anhidra (99.8 %; Sigma-Aldrich)

= N-(terc-butoxicarbonil)-L-alanina/N-Boc-Alanina (= 99 %; Sigma-
Aldrich)

* Piperidina (Sigma-Aldrich)

= Proteina de Activaciéon de Fibroblastos o/FAP (recombinante,
expresada en células Sf21, > 95 %; Sigma-Aldrich)

* Quercetina (Sigma-Aldrich)

* Rodamina 6G (Sigma-Aldrich)

= Sodio (en queroseno, trozos grandes, = 99.8 %, base sodica; Sigma-
Aldrich)

= Sulfato sodico anhidro (99 %; Thermo Scientific Chemicals)

* Tampon fosfato salino / PBS (10x concentrado; Sigma-Aldrich)

* Tetrahidrofurano (= 99.9 %; Sigma-Aldrich)

* Trifosgeno (98 %; Thermo Scientific Chemicals)

* Tisosinasa de champinén/TYR (polvo liofilizado, > 1000 ud/mg solido;
Sigma-Aldrich)

= Tolueno (=99.5 %; Sigma-Aldrich)

* Trietilamina (= 99.5 %; Sigma-Aldrich)

II1.3. Metodologia
II1.3.1. Sintesis: aspectos generales

Todos los reactivos y disolventes comercialmente accesibles
empleados en las reacciones, extracciones y cromatografias se utilizaron sin
purificacion adicional. Las reacciones se realizaron en material de vidrio apto
para sintesis organica. El andlisis de cromatografia en capa fina (por sus siglas
en inglés, TLC) se realizé con placas de aluminio recubiertas de gel de silice
60 (230-240 pm) con un indicador F254. Las manchas se visualizaron con luz
UV y/o mediante inmersion en acido fosfomolibdico y posterior secado. La
purificacion de los productos se realizé mediante cromatografia en columna
flash usando las mezclas oportunas de disolventes.
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II1.3.2. Preparacion de disoluciones

Los compuestos DCM-NH:, DCM-NH-Ala, DCM-NH-Pro-Gly y
DCM-HBU se disolvieron en dimetilsulfoxido (DMSO) deuterado para
obtener disoluciones madre de 0.5 mM y verificar la estructura quimica y
pureza mediante 'H-RMN.

Todos los experimentos en disolucion se llevaron a cabo en una mezcla
de tampdén PBS/DMSO (7:3, v/v), a menos que se indique lo contrario. Para
ello, en funcién de la concentracion final deseada de la molécula en cuestion,
se anadio un volumen concreto de la disolucion madre, completandose con
DMSO hasta un volumen de 450 uL, y afiadiéndose posteriormente 1050 uL
de PBS. El volumen final resultante fue de 1500 uL.

Ademas, en el caso de los experimentos de cinética enzimatica en
disolucion dado que, tanto las enzimas como los inhibidores utilizados estan
disueltos en tampones acuosos, el volumen utilizado de éstos para obtener
una concentracion concreta se tuvo en cuenta para respetar en todo momento
la proporcion de PBS/DMSO (7/3) y el volumen final de 1500 pL.

Para el estudio solvatocromico del DCM-NH: se afiadieron 5 pL del
compuesto a 1500 uL de 12 disolventes diferentes.

Por otro lado, el stock empleado de tampon fosfato salino (PBS) para
la preparacion de las muestras se realizd a partir de una disoluciéon comercial
concentrada 10x. Para ello, se diluyd hasta una concentracién de trabajo de 1x,
utilizando agua Mili-Q a pH 7.5 y a temperatura ambiente, siendo
posteriormente filtrada mediante filtros Whatman Anotop™ de 0.2 pm.

En los experimentos de influencia de pH, para el ajuste del mismo se
prepararon tampones de fosfato monobdsico monohidratado, NaH:POs-H:0,
y dibasico heptahidratado, NazHPO4-7H20, en una concentracion final de 0.5
M. En ocasiones, para dicho ajuste, se emple6 ademas NaOH 0.1 M y HCIOx
0.1 M.
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I11.3.3. Clonacion y generacion de vectores para la expresion del pepN
bacteriano. Produccion y purificacion del mismo

La expresion y purificacion de la enzima pepN empleada en esa Tesis
fue llevada a cabo por el grupo de investigacion BIO-212 de la Universidad
de Granada. La secuencia codificante correspondiente al gen pepN de E. coli
(adhesion del banco de genes #M15676.1) (300) se amplific por la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando la Pfu polimerasa a
partir de ADN gendmico de la cepa K12 de E. coli (Gene Jet Whole Blood
Genomic DNA Purification Mini (Thermo Fisher, Massachusetts, EE.UU.))
utilizando los cebadores pepN-f 5'-ggatccatgactcaacccacaagec-3' y pepN-r 5'-
gtcgacagcecagtgctttagttatcttctc-3', a los que se han anadido las secuencias de
los sitios de restriccion BamHI y Sall, respectivamente. Estos cebadores
corresponden a las secuencias codificantes 5' y 3' del gen y para la secuencia
3', y se han eliminado los nucledtidos que codifican la secuencia de parada. El
fragmento amplificado de 2622-pb se clon6 en el vector pJET1.2 (Thermo
Fisher), se digiri6 con BamHI y Sall y se subclond dentro del marco del vector
de expresiéon pMAL-TEV-His (301), lo que dio lugar al plasmido pMAL-TEV-
pepN-His. La secuencia del pldsmido se confirmdé mediante secuenciacién
automatica.

Para la expresion de la proteina recombinante, se transformaron
células competentes XL1-Blue con el plasmido pMAL-TEV-pepN-His y se
cultivaron en medio LB suplementado con antibidticos a 37 °C hasta que
alcanzaron una densidad dptica (D.O.) a 600 nm = 0.5; a continuacion, el
cultivo se enfrio a 32 °C y se anadi6 isopropil (-d-1-
tiogalactopiranosido (IPTG) para obtener una concentracion final de 1 mM. El
crecimiento se produjo durante un periodo adicional de 12 h a 32 °C.

Tras la induccidn, las células se concentraron por centrifugacion y los
pellets celulares correspondientes a 500 mL de cultivo bacteriano se
resuspendieron en 25 mL de un tampon elaborado con Tris HCI 20 mM, NaCl
200 mM y EDTA 1 mM, pH 7.5, y se sonicaron. La suspension se centrifugo
durante 30 minutos a 12000 G para eliminar los restos celulares, y el
sobrenadante se incubd durante 24 h a 10 °C con 0.75 mg de proteasa S219V-
TEV-Arg8 purificada (302) para procesar la proteina de fusion MBP-TEV-
pepN-His.
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Se equilibr6 una columna HisTrap HP de 1 mL (GE Healthcare Life
Sciences, Chicago, IL, EE.UU.) en el mismo tampon, y el sobrenadante
digerido se cargd en la columna. Tras el lavado, las proteinas se eluyeron
utilizando el tampon anterior complementado con 200 mM de imidazol. Las
muestras eluidas se agruparon y se dializaron ampliamente con tampdn PBS.
La concentracion de proteina se midié por el método del acido bicinconinico,
ensayo colorimetrico donde la absorbancia es proporcional a la cantidad de
proteina presente en la muestra.

II1.3.4. Preparacion de las muestras de bacterias para microscopia

Las muestras de bacterias de la cepa E. coli fueron preparadas y
suministradas por el grupo de investigacion BIO-212. Dada la gran movilidad
de las mismas, para los experimentos en microscopia de superresolucion se
inmovilizaron colocando un gel de agarosa de bajo punto de fusion que
contenia el colorante DCM-NH: (5 uM) sobre una alicuota de cultivo
bacteriano depositada en un cubreobjetos. En el estudio del seguimiento de la
actividad enzimatica en los diferentes clones de bacterias, el gel de agarosa,
en este caso, contenia el sensor DCM-NH-Ala (5 uM) como sustrato de la
enzima pepN. Para el ensayo de inhibiciéon enzimatica, en una alicuota del
cultivo bacteriano se afiadi6 el inhibidor bestatina (0.5 mM), y sobre eso se
depositd el gel con el sustrato (10 uM). Asi pues, durante el tiempo que tarda
el sustrato en entrar en contacto con las bacterias, el inhibidor ya ha ejercido
su accion. En cualquier caso, la estrategia del uso del gel de agarosa facilitd la
toma de imagenes de microscopia.

En los experimentos de microscopia con excitacion bifotdnica, y al
objeto de simular la densidad dptica que presentan los medios bioldgicos, las
bacterias fueron crecidas en un medio de cultivo de agar enriquecido con un
15 % de Caldo de Lisogenia (también conocido como LB). Durante la
preparacion de las muestras, a ese mismo gel se le afiadid, ademas, el sustrato
DCM-NH-Ala (5 uM). Dicho gel se deposité en un cubreobjetos para su
medida, y se esperd 30 minutos antes de iniciar la toma de imagenes con el fin
de que se liberase el producto DCM-NHo.

Por ultimo, para la preparacion de los biofilms se utilizaron placas de
cultivo celular de 12 pocillos, en cada uno de los cuales se deposité 100 puL de
bacterias y 900 pL de medio de cultivo LB (dilucién 1/10) y se insert6 un cubre
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cuadrado en un angulo de 45°, quedando, por ende, una parte del cubre
totalmente sumergida en el medio con las bacterias y otra totalmente fuera del
mismo (ver figura II1.10). En dicha disposicion, se dejaron incubar el tiempo
necesario, en funcion del dia de actividad del biofilm que se quisiera analizar.
Para el analisis, sobre dichos cubres en los que el biofilm se habia formado, se
deposito el sustrato DCM-NH-Ala (5 uM) y a continuacién se colocd otro
cubre redondo encima, para facilitar el reparto homogéneo del sensor sobre
toda la muestra.

Figura III.10. Esquema de procedimiento para la formacién del biofilm bacteriano.

II1.3.5. Preparacion de las muestras de suero sanguineo

Las muestras de suero fueron proporcionadas por la Escuela de
Andlisis Clinicos de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Granada.
El protocolo seguido para la obtencion de las mismas consistio, en primer
lugar, en la extraccion de sangre venosa de los diferentes sujetos participantes
en el estudio, mediante el empleo de tubos BD Vacutainer con activadores de
la coagulacion. Inmediatamente tras la extraccion, dichos tubos se invirtieron
suavemente y se esperd durante 10 min para favorecer la coagulacion. Tras
ello, se centrifugaron en una centrifuga modelo Kubota 2010, a 3500 r.p.m.
durante 10 minutos, dando lugar a una fraccién superior o sobrenadante, de
aspecto claro y transparente y de color amarillento, correspondiente al suero
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sanguineo. Finalmente, se aspir6 cuidadosamente con la ayuda de una pipeta
Pasteur estéril y se alicuotd en distintos eppendorfs debidamente etiquetados
e identificados, los cuales se almacenaron en un congelador a -20 °C.

Para el estudio de la cinética enzimatica en suero por espectroscopia
de fluorescencia en estado estacionario, las muestras de suero se diluyeron en
un 15 % de DMSO, siendo éste el porcentaje mas Optimo tras un estudio
realizado, y se les adicion¢ el sensor DCM-NH-Pro-Gly (10 pM). A excepcion
de un ensayo donde ademas se anadid enzima DPP IV (10 ug mL-), los demas
se realizaron sin enzima externa. Asi pues, para un volumen total de 1500 pL,
se anadieron 195 uL de DMSO, 30 uL de DCM-NH-Pro-Gly (disuelto en
DMSO) y 1275 uL de suero, resultando en una mezcla, por tanto, de
proporcion 85/15 (v/v) suero/DMSO.

En el caso del seguimiento de la cinética enzimatica con microscopia
bifoténica, la muestra de suero se prepard respetando esa proporcion
indicada. De nuevo el sustrato fue adicionado, a la misma concentracién que
la indicada en el parrafo anterior, y en esta ocasion, si se adicion6 la enzima
DPP IV (10 pg mL). Previo a este analisis, y para lograr una visualizacion
rdpida de la fluorescencia roja en el suero propia del colorante por
microscopia con excitacion por dos fotones, a la muestra de suero se le anadio
el DCM-NH2 (10 uM) en la proporcién 85/15 (v/v) suero/DMSO.

IIL.3.6. Preparacion de las muestras de células eucariotas para
microscopia

Los experimentos con células eucariotas llevados a cabo se realizaron
gracias a la colaboracion con el grupo de investigacion CTS-963 de la
Universidad de Granada, quien suministré las lineas celulares Caco-2, Mel-1
y A-375.

La linea celular Caco-2 de cancer de colon humano se obtuvo de la
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EE.UU.), y se
cultivo en un Medio Esencial Minimo Eagle (EMEM,; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EE.UU.) complementado con un 10 % de suero fetal bovino inactivado
por calor (FBS) (BioWhittaker; Lonza, Basilea, Suiza) y con un 1 % de una
disolucion de penicilina/estreptomicina (10000 U mL" de penicilina Gy 10 mg
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mL? de estreptomicina; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.), y la
disolucién se mantuvo a 37 °C en una atmodsfera con un 5 % de CO.o.

La linea celular de melanoma humano derivada del paciente Mel-1
procede de una biopsia cutdnea de melanoma metastdsico maligno (estadio
Mla) y fue proporcionada por el Biobanco del Sistema Sanitario Publico de
Andalucia (Espana); la linea celular de melanoma (A-375) se obtuvo de
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EE.UU.). Ambas
lineas celulares se cultivaron en medio Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM,; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) complementado con un 10 %
de FBS, 1 % de L-glutamina, 2.7 % de bicarbonato sddico, 1 % de disolucion
reguladora Hepes y con 1 % de una disolucion de penicilina/estreptomicina
(10000 U mL* de penicilina G y 10 mg mL de estreptomicina; Sigma-Aldrich,
St Louis, MO, EE.UU.) y se mantuvieron a 37 °C en una atmosfera que
contenia 5 % de COs.

Para llevar a cabo los experimentos con células, éstas se sembraron en
placas de cultivo p-Slide 8 Well IbiTreat, aptas para la medida por
microscopia, a una densidad entre 5-11x10* células/pocillo, y se lavaron dos
veces con PBS. En funcion de la concentracion final deseada de la molécula en
cuestion, se afiadié un volumen concreto de la disolucién madre en el pocillo,
completandose hasta 300 uL (volumen maximo del pocillo) con PBS. Ademas,
en los experimentos de inhibicion celular, el inhibidor especifico de la enzima
a estudiar (sitagliptina en el caso de la enzima DPP IV y quercetina en la
enzima TYR) fue incubado en el pocillo a una concentracion determinada,
teniendo en cuenta ese volumen maximo permitido, y durante un tiempo

concreto.
II1.3.7. Preparacion de los tejidos para microscopia

Los experimentos con tejidos eucariotas se realizaron en colaboracion
nuevamente con el grupo de investigacion CTS-963 de la Universidad de
Granada, quien suministro los tejidos derivados de las lineas celulares BxPC3
y A-375.

Para el establecimiento de tumores xenoinjertados subcutaneos se
utilizé un raton gamma NODSCID de ocho semanas de edad (NOD. Cg-
Prkdescid I2rgtm1 Wjl/Sz], NSG). Todos los procedimientos fueron
aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la
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Universidad de Granada (cddigo ético: 03/07/2017/086). Los ratones fueron
mantenidos a 20-24 °C, 50 % de humedad relativa (HR), y un ciclo de
luz:oscuridad de 10:14 h, con comida y agua proporcionadas ad libitum. Se
utilizé una linea celular de cancer de pancreas humano, BxPC3, y también de
melanoma A-375 para generar tumores de xenoinjerto subcutaneos, mediante
la inyeccion de 1x10° células en 0.05 mL de Matrigel y 0.05 mL de medio del
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) utilizando agujas de calibre 26.
Cuando el tumor alcanz6 los 300 mm? el ratéon fue eutanasiado por
dislocacion cervical. Para el andlisis mediante microscopia con excitacion
multifoténica (TPM), se extirparon los tumores, se fijaron en
paraformaldehido (PFA) al 4 %, se incrustaron en un compuesto de
temperatura optima de corte (OCT) y se seleccionaron utilizando un criétomo
con un grosor de 10 mm para su posterior analisis.

En los experimentos de microscopia, los tejidos fueron incubados con
la disolucion del fluoréforo o de la sonda de interés a la concentracion
deseada. Para facilitar el reparto del compuesto en todo el tejido, sobre éste se
dispuso un cubreobjetos redondo.

II1.3.8. Preparacion de los peces cebra para microscopia

Para la realizacion de los experimentos in vivo, se ha contado con la
colaboracion del grupo de investigacion BIO-028 de la Universidad de
Granada, quien se ha encargado de la cria y suministro de los peces cebra
(Danio rerio).

El pez cebra se mantuvo en peceras con un flujo de agua constante a
28 °C, siguiendo las recomendaciones de mantenimiento y cria del manual del
pez cebra (https://zfin.org/zf info/zfbook/zfbk.html) y de acuerdo con la

Directiva Europea 2010/63/UE que asegura el bienestar animal (ver figura
III.11). Para la puesta de huevos, se instalaron machos y hembras de tipo
salvaje en un tanque de cria. La puesta de huevos se produjo poco después
del inicio de la luz en la mafiana del dia siguiente. Los embriones se criaron
en el medio embrionario E3 (5 mM NaCl, 0,17 mM KCl, 0,33 mM CaClz, 0,33
mM MgSOs, 10-5 % de azul de metileno) a 28 °C hasta el estadio deseado (1
dia después de la fecundacion (dpf), 3 dpf, 5 dpf, 7 dpf).

~ 100~
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Figura III.11. Mantenimiento en peceras de los peces cebra.

Para el ensayo biologico del sensor DCM-NH-Pro-Gly, los embriones
del estadio deseado se incubaron en medio E3 con 5uM de DCM-NH-Pro-Gly
(1:100 de disolucion madre a 500 uM en DMSO) durante 1 h y luego se lavaron
brevemente con medio E3 fresco. Para los experimentos de inhibicion de la
DPP 1V, los embriones se incubaron con 250 uM de sitagliptina (1:50 de la
disolucion madre 12.5 mM) durante 3 h antes de afiadir 5 uM de DCM-NH-
Pro-Gly incubado durante 2 h adicionales. Los controles se incubaron en
medio E3 con DMSO (1:100) durante 2 h. A continuacién, se tomaron
imagenes de embriones vivos anestesiados (0.1 a 0.15 mg mL-' de MS222) en
un microscopio estereoscopico fluorescente Nikon SMZ18 con una cdmara
digital DS-Ri2 en color (16.25 megapixeles) utilizando ajustes de filtro para la
proteina roja fluorescente (RFP). Los embriones se montaron en agarosa de
bajo punto de fusién en medio E3 y posteriormente se obtuvieron imagenes
en un microscopio confocal Zeiss LSM710 (Jena, Alemania) con un objetivo de
10x, registrando la luz de campo claro y la luz fluorescente roja e infrarroja
(540 y 680 nm) emitida por el DCM-NH-Pro-Gly tras la excitacion con un laser
de 458 nm. Se combinaron de tres a cuatro planos-z (distancia-z 5 pm) por
embridn de pez cebra utilizando Fiji Is Just Image].

Respecto al ensayo del sensor DCM-HBU, los embriones del estadio
deseado se incubaron en medio E3 con 10 uM de DCM-HBU (1:290 de
disoluciéon madre a 2.9 mM en DMSO) durante 3 h y luego se lavaron
brevemente con medio E3 fresco. Para los experimentos de inhibicién de la
tirosinasa, los embriones se incubaron con 200 uM de quercetina (1:50 de la
disolucion madre 10 mM) durante 3 h antes de ahadir 10 uM de DCM-HBU
incubado durante 3 h mas. Los controles se incubaron en medio E3 con DMSO
(1:50) durante 6 h. Posteriormente, se tomaron imagenes de embriones vivos
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anestesiados (0.1 a 0.15 mg mL* MS222) en un microscopio estereoscopico
fluorescente Nikon SMZ18 con una camara digital DS-Ri2 en color (16.25
megapixeles), utilizando ajustes de filtro para campo claro y proteina roja
fluorescente (RFP). Las imagenes superpuestas y la cuantificacion de la
intensidad de la fluorescencia roja se realizaron con Fiji Is Just Image].

Figura I11.12. Montaje de las muestras de embriones y larvas de pez cebra para su visualizacién
por microscopia.

II1.3.9. Procedimientos experimentales
I11.3.9.1. Medidas de absorcion

Las medidas de absorcion se realizaron en el espectrofotémetro
Lambda 650 UV-Vis, anteriormente descrito, y empleando cubetas de cuarzo
10x4 mm (Hellma Semi-micro-114F-QS). Como condiciones de medida, se
registraron cada 1 nm, con una rendija de 1.5 nm, y con una velocidad de
escaneo de 266.75 nm/min. El rango de longitudes de onda usualmente fue
desde 320 a 800 nm. Previa a la medida de la muestra en cuestion, se hizo la
medida del blanco con el disolvente a medir; en la mayoria de medidas la
mezcla de disolventes PBS/DMSO (7:3; v/v).

I11.3.9.2. Medidas de fluorescencia en estado estacionario

Las medidas de emision se realizaron en el espectrofluorimetro Jasco
FP-8300, anteriormente descrito, y utilizando cubetas de cuarzo 10x4 mm
(Hellma Semi-micro-114F-QS). Como condiciones de medida, se hicieron cada
1 nm, con sensibilidad alta, y con una velocidad de escaneo de 1000 nm/min.
Las rendijas de excitacion y emision variaron en funcion de las condiciones
del experimento. El rango de longitudes de onda de emision fue desde 500 a
800 nm.
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Los espectros obtenidos estan ligeramente distorsionados debido a
que la eficiencia del monocromador de emision y la respuesta del
fotomultiplicador dependen de la longitud de onda, pudiendo originar
diferencias entre espectros de emision de una misma muestra medidos en
distintos equipos. Por ello, se realizd una correccion espectral mediante
fluordforos de referencia que absorben y emiten en la misma region que la
muestra. En esta Tesis Doctoral se empled la Rodamina 6G como referencia.

I11.3.9.3. Medidas de fluorescencia con resolucion temporal

Los decaimientos del tiempo de vida de la fluorescencia se registraron
por el método TCSPC utilizando el anteriormente descrito fluorimetro
Fluotime 200 (PicoQuant GmbH, Berlin, Alemania). La fuente de excitacion
fue dos laseres de diodo pulsado, LDH-440 y LDH-485, para los compuestos
DCM-HBU y DCM-NHq, respectivamente; operando a una tasa de repeticion
de 40 MHz. Se recogieron los histogramas de decaimiento en 1320 canales, con
un incremento de tiempo por canal de 34 ps. Se registraron los histogramas
de las funciones de respuesta del instrumento (utilizando un dispersor
LUDOX) y los decaimientos (tres curvas por muestra) hasta que alcanzaron
2x10* cuentas en el canal de pico. Los decaimientos de fluorescencia fueron
recogidos a tres longitudes de onda, 659, 664 y 669 nm para el DCM-NH:y
565, 570 y 575 nm para el DCM-HBU. Las curvas de decaimiento de la
fluorescencia se analizaron globalmente mediante un método de
deconvolucion iterativo con modelos exponenciales utilizando el software
Fluofit (PicoQuant).

I11.3.9.4. Medidas de microscopia de fluorescencia

Las medidas de microscopia de fluorescencia de las bacterias se
realizaron utilizando distintos equipos y condiciones.

Las imagenes de las intensidades de emision de fluorescencia con
excitacion monofoténica se obtuvieron con el sistema de microscopio de
fluorescencia confocal Microtime 200, anteriormente descrito, cuya fuente de
excitacion empleada fue el ldser de 375 nm. El haz de luz se dirigid a un espejo
dicroico (375 dexr, Chroma) y luego a través de un objetivo de inmersion en
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aceite (1,4 NA, 100x) especifico del sistema de microscopio invertido Olympus
IX-71. Las emisiones de fluorescencia se llevaron a un filtro de paso largo de
405 nm (AHF/Chroma) y se enfocaron a un pinhole confocal de 75 um. Las
emisiones de fluorescencia pasaron por un espejo dicroico (600 dexr, Chroma)
y se enfocaron a dos fotodetectores de diodos de avalancha monofotdnicos
(SPAD) (SPCM-AQR 14, Perkin Elmer). Los datos se adquirieron con un
modulo TimeHarp 200 TCSPC (PicoQuant), y las imagenes de intensidad de
fluorescencia en bruto se obtuvieron con un escaner a una resolucion de 512 x
512 pixeles.

Las imagenes de dos fotones de las bacterias se realizaron con el
microscopio confocal Leica SPS II empleando el laser multifoton Mai Tai (A =
800 nm) y el laser multilinea de argén (A = 458 nm). Segun las caracteristicas
de las medidas, las longitudes de onda de excitaciéon se cambiaron
secuencialmente entre 800 y 458 nm y las bandas de emision se adquirieron
en el intervalo de 500 a 580 y de 580 a 700 nm para los canales verde y rojo,
respectivamente. El objetivo utilizado fue un PL APO 63x/1,2 CS de inmersion
en agua. La emision se cuantific utilizando un detector hibrido (HyD. Leica).

Por ultimo, las imagenes STED y confocal se obtuvieron con el
microscopio de barrido Abberior empleando el laser de excitacion pulsado de
485 nm (40 MHz), y el laser STED pulsado de 775 nm (40 MHz). En todas las
medidas, el tamano del pinhole se £ijé en 1 Unidad Airy (UA).

En lo que se refiere a las imagenes de células y tejidos tumorales se
emplearon dos tipos de microscopios.

Las imagenes monofotonicas de las células se recogieron con el
microscopio Abberior empleando el laser de excitacion pulsado de 450 nm (40
MHz) y el laser STED pulsado de 775 nm (40 MHz). El tamafio del pinhole se
ajustd a1 UA. La fluorescencia recogida se separd mediante un dicroico 560LP
dirigido a un detector de fotodiodos de avalancha (APD) y a un tubo
fotomultiplicador hibrido (HPMT) tras pasar por los filtros 685/75 y 545/25,
respectivamente.

Las imagenes de dos fotones de los tejidos tumorales se realizaron con
el sistema de microscopio de fluorescencia confocal MicroTime 200. La fuente
de excitacion empleada fue el laser sintonizable Chameleon Discovery NX
utilizado a una longitud de onda de excitaciéon de 800 nm. La tasa de
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repeticion se modificO mediante el selector de pulsos utilizando dos células
acusticas-Opticas de Bragg para reducir la frecuencia de 80 MHz a 40 MHz. El
haz de excitacion paso por un filtro acromatico de cuarto de onda (AQWPO05-
M-600, Thorlabs, Jessup, MD, EE.UU.) y fue dirigido por un espejo dicroico
F73-7055G (AHF/Chroma, Tiibingen, Alemania) a un sistema de microscopio
invertido (IX-71, Olympus, Tokio, Japon) con un objetivo de inmersion en
aceite (1.4 NA, 100x). La emision de fluorescencia se recogié con un filtro de
paso largo de 550 nm (AHF/Chroma, Alemania) y se dirigi6 a un pinhole de
150 um. La emision de la muestra se dividié en dos canales de deteccion tras
pasar por un divisor de haz dicroico de 600 DCXR (AHF/Chroma), y luego
por un filtro de paso de banda 685/70 (Semrock/AHF) hasta un detector y por
otro 520/35 (Semrock/AHF) hasta el otro detector. Los detectores utilizados
fueron dos SPAD diferentes.

I11.3.9.5. Medidas de RMN

Los espectros de RMN de 'H y *C se registraron en los espectrometros
descritos en el apartado III.1.14 a una temperatura constante de 298 K. Los
desplazamientos quimicos se indican en ppm, utilizando como referencia el
pico del disolvente residual (DMSO: 6 = 2.50 ppm). Los datos se presentan
como sigue: desplazamiento quimico, multiplicidad (s: singlete, d: doblete, t:
triplete, q: cuarteto, quint: quintuplete, hept: heptuplete, m: multiplete, dd:
doblete de dobletes, dt: doblete de tripletes, td: triplete de dobletes, bs:
singlete amplio), constante de acoplamiento (] en Hz) e integracion; los
espectros de RMN de °C se recogieron a 126 MHz usando desacoplamiento
de protones de banda ancha y los desplazamientos quimicos se expresan en
ppm utilizando los picos del disolvente residual como referencia (DMSO: d =
39.52 ppm). Las multiplicidades de carbono se determinaron mediante
técnicas DEPT.

II1.3.9.6. Ensayo de viabilidad celular, MTT

Este ensayo permite determinar la funcionabilidad mitocondrial
(dicho de otro modo, la actividad metabdlica) de las células tratadas (303).
Esta basado en la reduccion metabolica del bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-
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2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) realizada por la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa en un compuesto de color azul (formazan). Asi, el
valor de la absorbancia medida a 570 nm es indicativo de la viabilidad celular.

Para ello, las lineas celulares Caco-2 (cancer de colon) y BxPC-3 (cancer
de pancreas) se sembraron en placas de 96 pocillos en una concentracion de
3000 células/pocillo en medio EMEN y RPMI. Después de 3 dias, las células
fueron tratadas con el DCM-NH-Pro-Gly (2.5, 5 y 10 uM con un porcentaje de
DMSO igual al 0.5, 1y 2 %, respectivamente), otros pocillos se trataron con
DMSO, en los mismos porcentajes (0.5, 1 y 2 %) incubandose ambos durante
15, 30 y 60 min. Ademas, las células no tratadas se utilizaron como control.
Tras estos tiempos, todas las células se incubaron con MTT durante 4 h y se
midié la absorbancia a 570 nm en un lector de microplacas Synergy HT, BIO-
TEK.

I11.3.9.7. Calculo del CLogP

Para el cdlculo del coeficiente de particion n-octanol/agua de las
moléculas DCM-NH-Pro-Gly y DCM-NHz, se ha empleado la herramienta
ChemDraw Professional v20 (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) que, a través
de la aplicacién de diferentes modelos matematicos, es capaz de realizar
predicciones de las propiedades quimicas de las estructuras de interés.

I11.3.10. Métodos de analisis
I11.3.10.1. Métodos de analisis de datos
=  Enzimdaticos

La reaccidon enzimatica para el caso de las sondas DCM-NH-Ala y DCM-
NH-Pro-Gly se ajustd siguiendo el modelo de Michaelis-Menten, cuya
ecuacion de velocidad inicial es la siguiente (ecuacion II1.1):

Vmax[Slo (Ec. IIL1)

o= Ky + [S]o
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donde w0 representa la velocidad inicial a una concentracion especifica de
sustrato, vmax es el valor maximo de la velocidad inicial a altas concentraciones
de sustrato, Ku es la constante de Michaelis-Menten y [S]o es la concentracion
inicial de sustrato. Dicha ecuacion corresponde a la de una hipérbola
rectangular, por lo que la representacion de vofrente a [S]o, tiene esa forma,
como se observa en la figura II1.13.

™ 0.24

v (nMs”

0.04 M

0 1000 2000 3000 4000 5000
[S], (M)

Figura III.13. Representacion de la velocidad inicial frente a la concentracion inicial de sustrato
en la que se observa el valor de la velocidad maxima y el de Km.

Dado que no siempre se pudo alcanzar el limite de vmax, se llevo a cabo
también una transformacion de la ecuacion anterior en la de una linea recta,
de mayor facilidad que la hipérbola rectangular inicialmente obtenida.
Concretamente se uso6 la propuesta por Lineweaver-Burk (ver figura I11.14),
una metodologia usual para el calculo de los parametros cinéticos, y cuya
ecuacion (ecuacion II1.2) es la que sigue:

1 1 Ky 1 (Ec. IIL.2)

Vo Umax Umax [S] 0
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Figura II1.13. Representacion de Lineweaver-Burk.

A partir de la ordenada del origen se puede obtener el valor de vmax,
mientras que, la pendiente de la recta, nos permite el calculo de Kwm.

Una vez conocida, la velocidad maxima y sabiendo la concentracion

de enzima empleada ([E]), se puede calcular la constante catalitica (Keat) a
partir de la ecuacion I11.3:

Keat = Vmax [E] (Ec. 1I1.3)

=  Rendimientos cuanticos

Los datos del rendimiento cudntico de fluorescencia relativo se obtuvieron
integrando las dreas bajo las curvas de fluorescencia mediante la expresion:

o — o, 1 ODr n? (Ec. 111.4)
- R'7 "~ —2
I 0D ng

donde @ y Ok representan los rendimientos cudnticos de fluorescencia de la

muestra y la referencia, respectivamente; I e Iz los espectros de fluorescencia

~ 108 ~



MATERIALES&EMETODOS

integrados de la muestra y la referencia, respectivamente; OD y ODr son la
densidad optica a la longitud de onda de excitacion de la muestra y la
referencia; y n y nr son los indices de refraccion de los disolventes cuando la
muestra y la referencia estdn disueltas en ellos. Las referencias utilizadas
fueron fluoresceina en NaOH 0.1M (® = 0.91) en el caso de los sensores DCM-
NH-Ala, DCM-NH-Pro-Gly y DCM-HBU, y rodamina 6G en EtOH (® = 0.95)
para el DCM-NH: (304).

= Polaridad

El estudio solvatocromico del DCM-NH: se llevo a cabo siguiendo el
procedimiento de Catalan (305). Dicho enfoque se basa en cuatro escalas
empiricas de los disolventes: la polarizabilidad (SP) o capacidad para generar
un momento dipolar; la dipolaridad (SdP), cominmente conocida como
polaridad; la acidez (SA); y la basicidad (SB). Por lo tanto, considera tanto los
efectos generales como las caracteristicas especificas de enlace de hidrogeno
de los disolventes. Matematicamente se puede resumir en la ecuacién IIL.5

A=Ao+bSA+cSB+dSP+eSd (Ec. IIL.5)

donde A se refiere a una propiedad fisicoquimica dependiente del disolvente
en un disolvente especifico, Aoes la cantidad estadistica correspondiente al
valor de la propiedad en la fase gaseosa y b-e son los coeficientes de regresion
que describen la sensibilidad de la propiedad A a las diferentes interacciones
disolvente-soluto. Suprimiendo los pardmetros de esta ecuacion uno a unoy
analizando los efectos en el ajuste lineal, se puede obtener el pardmetro que
afecta mas drasticamente a las propiedades espectroscopicas del compuesto.

Este esquema empirico de Catalan, basado en medidas de Ia
dipolaridad, la polarizabilidad, la acidez y la basicidad de los disolventes,
permite predecir el comportamiento solvatrocrémico de cualquier soluto y
proporciona informacion sobre los efectos del disolvente (305, 306) . También
representa una de las escalas de disolventes mds completas, ya que incluye
mas de 300 disolventes (307). La mayor ventaja de la metodologia de Catalan
es que permite separar la contribucidn relativa de los cuatro pardmetros en
los desplazamientos solvatocromicos de Vus y ¥em, y por tanto, proporciona
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informacion sobre cuadl de las caracteristicas del disolvente es la principal
responsable del comportamiento fotofisico del colorante.

I11.3.10.2. Métodos de analisis de imagenes

En el caso de las imagenes de las bacterias, todas ellas se exportaron como
datos matriciales y se analizaron utilizando macros personalizadas en Fiji is
just image]. En resumen, los dos canales se analizaron por separado. En primer
lugar, se aplico un filtro gaussiano (sigma = 1) a las imagenes sin procesar, y
se fij0 manualmente un umbral de intensidad seleccionando bacterias en
ambos canales. Por debajo de este umbral, los pixeles se fijaron en valores
nulos. Cuando era de interés, se representaron los canales rojos siguiendo una
escala de colores rojo/amarillo/blanco. En otros casos, se calcularon los valores
ratiométricos entre los canales rojo y verde y se representd estas imagenes

siguiendo una escala de color azul/gris/amarillo.

Por otro lado, en el caso de las imagenes obtenidas mediante el uso de la
sonda DCM-NH-Pro-Gly y DCM-HBU para la deteccion de la DPP IV y TYR,
respectivamente, la cuantificacion de imagenes y las medidas de las ratios se
realizaron utilizando macros de codificaciéon manual en Fiji Is Just Image]. En
resumen, se aplicé un filtro gaussiano a los datos de las imagenes en bruto de
células, tejidos y pez cebra (sigma = 2) y suero (sigma = 3). Para las células,
tejidos y pez cebra, se realizd una seleccion manual de umbral para
seleccionar las regiones de interés (ROI). Las imagenes de suero se utilizaron
en su totalidad. Fuera de la ROl se asign6 un Not a Number (NaN) a los pixeles.
Estas imagenes se utilizaron para calcular el valor medio de intensidad en
cada canal. Se obtuvieron las imagenes de relaciéon dividiendo ambos canales
(rojo y verde) pixel a pixel. Las imagenes obtenidas se utilizaron para calcular
el valor medio del ratio.

~110~



RESULTADOS & DISCUSION

~ 111~



I'V. Resultados y Discusion

IV.1. Sintesis del fluor6foro y sensores
IV.1.1. Fluor6foro DCM-NH:

La sintesis del compuesto DCM-NHo: se llevd a cabo siguiendo el
procedimiento descrito por Sun et al. (278), en una ruta sintética de cinco
pasos:

_H,80, | Nc Nen
AcOEt seco AcOH T Ag0 | AcOH/l" iperidina
Tolueno

Esquema IV.1. Sintesis del DCM-NHo.

»  Sintesis del 1-(2-hidroxifenil)butano-1,3-diona (5)

OH Na OH
—_—
AcOEt
seco
O @]

La 1-(2-hidroxifenil)etanona (6) (2.0 g, 14.6 mmol) se disolvié en 50 mL
de acetato de etilo seco, ahadiendo posteriormente sodio (1.00 g, 43.48 mmol)
a la disolucion, bajo atmoésfera de argon y se dejé agitando durante 5 h a
temperatura ambiente. El solido verde grisdceo formado se filtr6 y se disolvio
en 100 mL de agua desionizada. Seguidamente se ajustd el pH de la disolucion
aneutro con acido clorhidrico al 10 % v/v. La disolucién acuosa se extrajo con
200 mL de acetato de etilo y las fases organicas fueron secadas con sulfato
sodico, filtradas y concentradas para obtener el crudo final como un sdlido
marréon (3.13 g), utilizado directamente en la siguiente reaccion sin
purificacion previa.
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= Sintesis del 2-metil-4H-cromen-4-ona (4)

OH H,SO, @)
P ————
AcOH
o O O

Bajo atmosfera de argon, se afiadid lentamente acido sulfurico (2.06
mL, 37.83 mmol) a una disolucion de dcido acético (30 mL) que contenia 1-(2-
hidroxifenil)butano-1,3-diona (3.13 g, 17.56 mmol). La mezcla se puso a reflujo
a 120 °C, durante unos 30 min. Trascurrido dicho tiempo, se dejé atemperar
unos 15 min y luego se vertié en 800 mL de hielo, seguido del ajuste del pH
de la disolucién a neutro con carbonato sédico. La disolucion acuosa se extrajo
con diclorometano dos veces y las fases organicas se secaron con sulfato
sodico, se filtraron y se concentraron para obtener el producto bruto final
como un solido negro (1.986 g).

= Sintesis del 2-(2-metil-4H-cromen-4-ilideno)malononitrilo (3)

@) N C/\ CN @)
| —— |
Ac,O
it |
NC CN

La 2-metil-4H-cromen-4-ona (0.45 g, 2.8 mmol) y el malononitrilo (0.21
g, 3.18 mmol) se disolvieron en 1.8 mL de anhidrido acético. La disolucién se
sometié a reflujo durante 36 h, a 140 °C. Transcurrido ese tiempo, se dejo
enfriar y se afiadié 1.8 mL de hexano, lo que dio lugar a un precipitado. Se
retird todo el sobrenadante, y el precipitado se lavo con agua, dando lugar de
nuevo a un precipitado tras desechar el sobrenadante. Finalmente, el
precipitado se disolvio en una mezcla de etanol-diclorometano evaporando el
disolvente a vacio. El producto crudo obtenido se purific6 mediante
cromatografia flash usando un gradiente de mezclas de hexano-
diclorometano como eluyente, para obtener el compuesto como un sélido
naranja (0.2 g, 33 %).

~ 113~



RESULTADOS&DISCUSION

» Sintesis  del  (E)-N-(4-(2-(4-(dicianometileno)-4H-cromen-2-il)vinil )fenil)

acetamida
CHO
@)
Tolueno
[ - :
AcOH/Piperidina
| NH
NC” >CN ﬁ(

O

La 2-(2-metil-4H-cromen-4-ilideno)malononitrilo (0.200 g, 0.96 mmol) y 4-
acetamidobenzaldehido (0.19 g, 1.16 mmol) fueron disueltos en tolueno (2
mL) con piperidina (0.14 mL) y acido acético (0.08 mL) bajo atmosfera de
argon a temperatura ambiente. A continuacion, la mezcla se sometio a reflujo,
a 110 °C, durante 15 h. Transcurrido dicho tiempo de reaccion, se dejo enfriar,
aparecid un precipitado y se retird el sobrenadante. El precipitado se lavé con
tolueno, retirandose nuevamente el sobrenadante. Por tltimo, el precipitado
se lavd con diclorometano-metanol, y el disolvente se evapor6 a vacio,
obteniéndose un crudo sélido de color naranja (0.884 g), que se utiliz6 para el
siguiente paso de reaccion sin purificacion previa.

= Sintesis del (E)-2-(2-(4-aminosteril)-4H-cromen-4-ilideno)malononitrilo o
DCM-NH:(1)

NH,

La  (E)-N-(4-(2-(4-(dicianometileno)-4H-cromen-2-il)vinil)  fenil)
acetamida (0.425 g, 1.2 mmol) se disolvié en etanol (10 mL). A continuacion,
se afiadié HCl (7 mL) y se dejé durante 6 h a reflujo, a 115 °C. La mezcla
resultante se dejo enfriar y se neutralizé con carbonato sddico. La disolucion
acuosa se extrajo con diclorometano y las fases organicas se secaron sobre
sulfato sddico, se filtraron y se concentraron para obtener el producto bruto,
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que se purificéd por cromatografia en columna flash usando un gradiente de
mezclas de diclorometano-metanol para obtener el producto final como un
sdlido rojizo (0.189 g, 50.54 %; punto de fusion: 243.8-245.2 °C).

El producto final (DCM-NH:2) se aisl6 como muestra pura,
coincidiendo sus espectros de 'H-RMN y C-RMN con los previamente
descritos por Sun et al. (278).

IV.1.2. Sonda DCM-NH-Ala

La estrategia de disefo de la sonda DCM-NH-Ala consistié en hacer
reaccionar el grupo carboxilo del aminoacido alanina con la amina del DCM-
NH:, al objeto de perturbar el complejo de transferencia de carga
intramolecular (ICT) que controla las propiedades espectrales del DCM-NH:
provocando el desplazamiento de sus espectros de absorcion y emision hacia
longitudes de onda mas cortas, debido al efecto de la retirada de electrones
del enlace amida. Se pretende, por tanto, que la accion catalitica de la alanina
aminopeptidasa (pepN) restablezca el ICT de la molécula de DCM-NHz,
proporcionando una notable fluorescencia ratiométrica entre los picos de las
bandas de DCM-NH:y DCM-NH-Ala.

Asi, la sintesis del DCM-NH-Ala se llevd a cabo mediante una ruta de
dos pasos (esquema IV.2), partiendo del derivado DCM-NH: sintetizado
segun se ha descrito previamente. La reaccion del derivado de anilina (DCM-
NHz:) con la N-Boc-Alanina comercial proporcioné la amida correspondiente
(DCM-Boc-Ala), que se transformé en DCM-NH-Ala tras la desproteccion del
grupo terc-butoxicarbonilo (Boc) por tratamiento con dcido trifluoroacético.

Boc-Ala-OH
HATU, DIPEA
DMF

DCM-NH, DCM-Boc-Ala DCM-NH-Ala

Esquema IV.2. Sintesis del DCM-NH-Ala.

~ 115~



RESULTADOS&DISCUSION

= Sintesis del DCM-Boc-Ala:

A una disolucién del compuesto DCM-NH: (49 mg, 0.16 mmol) en

dimetilformamida anhidra (1 mL) bajo una atmoésfera de argon, se afadio 1-
[bis (dimetilamino) metilen] -1H-1,2,3-triazolo [4,5-b] piridinio 3-6xido
hexafluorofosfato (HATU) (0.12 g, 0.32 mmol) y N,N-Diisopropiletilamina
(DIPEA) (40 mg, 0.32 mmol). La mezcla se enfrio hasta 0 °C y se agitd durante
10 minutos. A continuacidn, se anadio gota a gota una disolucion de N-Boc-
Alanina comercial (30 mg, 0,16 mmol) en dimetilformamida anhidra (1.5 mL),
la disolucion se agito durante 24 h y se dejo alcanzar la temperatura ambiente.
A continuacion, se eliminé el disolvente a vacio y el residuo se sometié a
cromatografia en columna flash usando un gradiente de mezclas de
diclorometano-metanol para producir DCM-Boc-Ala como un sdlido rojo
palido con un rendimiento del 78 %. 'H-RMN (500 MHz, Cloroformo-ds)
9.15 (s, 1H), 8.79 (d, J=8.3 Hz, 1H), 7.75 (dd, ] = 8.5, 7.0 Hz, 1H), 7.58 — 7.48 (m,
4H), 7.46 (d, ] =7.1 Hz, 1H), 7.43-7.38 (m, 2H), 6.72 (s, 1H), 6.62 (d, ] = 15.8 Hz,
1H), 5.20 (d, ] = 8.7 Hz, 1H), 4.48-4.36 (m, 1H), 1.50 (s, 9H), 1.48 (d, ] = 7.9 Hz,
3H). BC-RMN (126 MHz, Cloroformo-d) 6 171.6 (C), 157.5 (C), 156.5 (C), 152.4
(C), 152.1 (C), 140.3 (C), 138.4 (CH), 134.8 (CH), 130.1 (C), 128.8 (CH), 126.1
(CH), 125.7 (CH), 119.9 (CH), 118.5 (CH), 117.6 (C), 117.2 (CH), 116.7 (C), 115.7
(C), 106.3 (CH), 81.0 (C), 62.4 (C), 51.0 (CH), 28.35 (CHs), 17.31 (CHs). HRMS
(ESI) m/z [M+Na]* calculado para CasH2N4OsNa 505.1852; encontrado:
505.1851. (Ver anexos 1, 2y 3).
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= Sintesis del DCM-NH-Ala:

El compuesto DCM-Boc-Ala (15 mg, 34 mmol) se disolvio en una
mezcla 1:1 de acido trifluoroacético-diclorometano (0.3:0.3 mL), y la mezcla
resultante se agité durante aproximadamente 5 h a temperatura ambiente
hasta que no se observo material de partida por TLC. A continuacion, se
elimind el disolvente a baja presion y el residuo se sometioé a cromatografia
flash obteniendo 10 mg (80 %) de DCM-NH-Ala como un sélido naranja. 'H-
NMR (500 MHz, metanol-ds) d 8.76 (dd, ] =8.3, 1.3 Hz, 1H), 7.82 (ddd, | =8.5,
7.0, 1.4 Hz, 1H), 7.69 — 7.64 (m, 3H), 7.62 - 7.55 (m, 3H), 7.47 (ddd, ] =8.4, 7 .1,
1.3 Hz, 1H), 6.99 (d, ] = 16,0 Hz, 1H), 6.81 (s, 1H), 4.12 (q, ] = 7.1 Hz, 1H), 1.64
(d, J=7.0 Hz, 3H). BC-RMN (126 MHz, Metanol-ds)  168.0 (C), 158.2 (C), 152.9
(C), 152.4 (C), 139.8 (C), 138.1 (CH), 134.8 (CH), 131.1 (C), 128.7 (CH), 125.6
(CH), 125.0 (CH), 119.7 (CH), 118.6 (CH), 117.8 (CH), 117.3 (C), 106.2 (CH),
49.6 (CH), 16.2 (CHs). HRMS (ESI) m/z [M+H]* calculado para CzHisN4O2
383.1508; encontrado: 383.1501. (Ver anexos 4, 5 y 6).
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IV.1.3. Sonda DCM-NH-Pro-Gly

La estrategia de disefio de la sonda DCM-NH-Pro-Gly fue la utilizada
para la sonda DCM-NH-Ala, pero usando en este caso el dipéptido Gly-Pro
para su acoplamiento con el DCM-NHo, al objeto de que la actuacion de la
enzima DPP IV sobre este sensor produzca la liberacion del fluoréforo DCM-
NHo..

La reaccion del DCM-NH: con N-Boc-Gly-Pro dio lugar a la amida
correspondiente (DCM-Boc-Pro-Gly), que se transformé a DCM-NH-Pro-Gly
tras la desproteccion del grupo protector Boc con dacido trifluoroacético
(esquema IV.3).

Boc-Gly-Pro-OH
P —
HATU, DIPEA
DMEF seca, 0°C

DCM-NH, DCM-Boc-Pro-Gly DCM-NH-Pro-Gly

Esquema IV.3. Sintesis del DCM-NH-Pro-Gly.

»  Sintesis del DCM-Boc-Pro-Gly:

o

o
N

CN
JEN.

Boc

_— >
HATU, DIPEA
DMEF seca, 0 °C

O
O i \
NJ\EN) HN-—Boc
H

A una disolucién del compuesto DCM-NH: (60 mg, 0.192 mmol) en
dimetilformamida anhidra (1.2 mL) bajo una atmodsfera de argoén, se anadio
HATU (0.292 g, 0.77 mmol) y DIPEA (99.2 mg, 0.77 mmol). La mezcla se enfrié
a 0 °C y se agitd durante 10 min. A continuacion, se afiadio gota a gota una
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disolucion de N-Boc-Pro-Gly comercial (0.105 g, 0.385 mmol) en
dimetilformamida anhidra (1.8 mL). La disolucién se agité durante 24 h y se
dej6 alcanzar la temperatura ambiente. A continuacion, se realizdé una
extraccion con carbonato sédico (30 mL) y diclorometano (10 mL x 3). Las
fases organicas se combinaron y luego se lavaron con una disolucion de LiCl
al 15 % (30 mL x 2), agua (30 mL) y salmuera (30 mL), agua (25 mL x 3) y se
secaron con sulfato sodico. Finalmente, el disolvente se elimino a vacio, y el
residuo se sometié a cromatografia flash usando un gradiente de mezclas
diclorometano-metanol y trietilamina para producir DCM-Boc-Pro-Gly como
un sdlido rojo (recuperacion cuantitativa).

= Sintesis del DCM-NH-Pro-Gly:

(@]

U a
N N NH,
H

El compuesto DCM-Boc-Pro-Gly (89 mg, 0.156 mmol) se disolvio en
una disolucion 1:74 de diclorometano-acido trifluoroacético (2.21:0.89 mL), y
la mezcla resultante se agitd6 durante aproximadamente 5 h a temperatura
ambiente hasta que no se observd material de partida por TLC. A
continuacion, se elimino el disolvente a vacio y el residuo se sometié a
cromatografia flash para producir 65 mg (87 %) del compuesto DCM-NH-Pro-
Gly como un sélido naranja. Punto de fusién: 160-170 °C. "H-RMN (600 MHz,
DMSO-ds) 0 10.29 (s, 1H), 8.73 (d, ] =8.2 Hz, 1H), 7.92 (t, ] = 7.6 Hz, 1H), 7.79
(d,J=8.4Hz 1H),7.75-7.70 (m, 5H), 7.61 (t, ] =7. 6 Hz, 1H), 7.41 (d, | =15.8
Hz, 1H), 6.99 (s, 1H), 4.47 (s, 1H), 3.49 (s, 2H), 2.11 - 1.74 (m, 6H), 1.21 (s,
2H).C-RMN (150 MHz, DMSO-d4) d 158. 95 (C), 153.40 (C), 152.51 (C), 141.57
(C), 138.76 (CH), 135.77 (CH), 129.42 (2-CH), 126.64 (CH), 125.26 (CH), 119.74
(2-CH), 119.54 (CH), 118.41 (CH), 117.75 (C), 117.59 (C), 116.40 (C), 106.85
(CH), 61.36 (C), 60.74 (CH), 60.23 (C), 47.18 (C), 46.12 (CH>), 39.97 (C), 29.81
(CHz2), 29.48 (CH), 24.84 (CH:). HRMS (ESI) m/z [M+H]* calculado para
C27H23N50s: 466.1879; encontrado: 466.1902. (Ver anexos 7, 8 y 9).

IV.1.4. Sonda DCM-HBU
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= Sintesis del DCM-HBU:

Trifosgeno / DIPEA
24h /25 °C

DCM-NH, DCM-HBU

Esquema IV 4. Sintesis del DCM-HBU.

El disenio de esta sonda se basé en la union de un grupo 4-
hidroxibencilamina (muy similar al aminodcido tirosina) al derivado del
DCM, con el fin de hacerlo sensible a la accion catalitica de la enzima TYR.
Asi, la reaccion del derivado de anilina DCM-NH: con 4-hidroxibencilamina
proporciond la amida correspondiente DCM-HBU. Para ello, a una disolucion
del compuesto DCM-NH: (80 mg, 0.257 mmol, 1 eq) en diclorometano
anhidro (12.82 mL) bajo atmdsfera de N3, se afiadié trifosgeno (153 mg, 0.513
mmol, 2 eq). A continuacion, la mezcla se enfrié a 0 °C para anadir DIPEA
(88.9 pL, 0.513 mmol, 2 eq) y se agitd durante 3 h; durante este tiempo, la
temperatura se mantuvo cuidadosamente dentro del intervalo de 0-5 °C
mediante el uso de un bafio de hielo. Seguidamente, se anadi6 4-
hidroxibencilamina (127 mg, 1.03 mmol, 4 eq) y la reacciéon se mantuvo a
temperatura ambiente durante 24 h, bajo atmdsfera de N2. A continuacion, se
elimino el disolvente a vacio y el residuo se sometio a cromatografia flash en
gradiente de mezclas de diclorometano-metanol para producir DCM-HBU
como un solido de color amarillo palido (6 mg), con un rendimiento del 5 %.
Punto de fusion: 172-173 °C. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d4) 0 9.88 (s, 1H), 9.29
(s, 1H),9.16 (s, 1H), 8.74 (dd, | =8.4 Hz, 1H), 7.93 (ddd, ] =8.5,7.2, 1.4 Hz, 1H),
7.82(dd, J=8.4, 1.1 Hz, 1H), 7.72 (dd, ] = 15.5, 12.4 Hz, 3H), 7.62 (ddd, ] = 8.4,
7.2,1.3Hz, 1H), 7.57 (d, ] =8.7 Hz, 2H), 7.33 (d, ] =15.9 Hz, 1H), 7.10 (d, ] = 8.9
Hz, 3H), 7.00 (s, 1H), 6.71 (d, ] = 8.8 Hz, 3H). *C-RMN (126 MHz, DMSO-d4) d
159.31, 153.40, 153.18, 153.07, 152.55, 143.34, 139.58, 135.83, 131.54, 129.94,
128.25, 126.58, 125.07, 120.40, 119.56, 117.97, 117.91, 117.61, 117.03, 116.53,
115.71, 106.42, 96.37, 59.62. TOF MS ES-, calculado para CasH2N:OsCl:
495.1224 [M+Cl]*; encontrado: 495.1241. (Ver anexos 10, 11 y 12).
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IV.2. Caracterizacion y aplicaciones bioldgicas del compuesto
DCM-NH-Ala

IV.2.1. Caracterizacion fotofisica del sensor y de la reaccion
enzimatica

IV.2.1.1. Caracterizacion fotofisica del fluor6foro y del sensor

Los espectros de absorcidn y emision del DCM-NH: y DCM-NH-Ala
en disolucion PBS/DMSO (7/3, v/v), 50 mM, pH = 7.4 se muestran en la figura
IV.1.

A 0.12 4 B
—— DCM-NH-Ala
——DCM-NH,

0.10 4 =

0.08 -

——DCM-NH,
—— DCM-NH-Ala

120 4

100

80
0.06
60

0.04 -

Absorbancia

0.02 -

Intensidad fluorescencia / u.a.

0.00 +— T T T T T T ] 0 7 T T T T |
350 400 450 500 550 600 650 700 500 550 600 650 700 750

A/nm A /nm
Fig. IV.1. A) Espectros de absorciéon de los compuestos DCM-NH-Ala (linea negra) y DCM-
NH: (linea roja) de disoluciones 4 uM en PBS/DMSO 7/3 (v/v). B) Espectros de emisién de los
compuestos DCM-NH-Ala (linea negra) y DCM-NH: (linea roja) de disoluciones 4 uM en
PBS/DMSO 7/3 (v/v) mediante excitacion a 440 nm y 480 nm, respectivamente.

Como se puede observar, el espectro de absorcion del DCM-NH-Ala
muestra una banda con un maximo a 440 nm, mientras que la banda de DCM-
NH: tiene un maximo de absorcién a 480 nm (figura IV.1A). Con respecto a
los espectros de emision (figura IV.1B), el DCM-NH-Ala muestra una banda
de emision débil (Aex =440 nm) con un maximo alrededor de 571 nm, mientras
que el espectro de DCM-NH: muestra una banda de emision intensa (Aex =480
nm) con un maximo a 662 nm.

La determinacion de los coeficientes de absortividad molar (¢) a las A
del maximo de absorciéon de ambos compuestos se muestra en la figura IV.2.
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A 6 IDCM-NH,/ uM B,

0.5 054

0.4+ 0.4
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Fig. IV.2. Espectros de absorcién de los compuestos DCM-NH: (A) y del DCM-NH-Ala (C) a
diferentes concentraciones en disolucion PBS/DMSO (7/3, v/v). Ajuste lineal de los maximos de
absorcién del DCM-NH:z (480 nm) y del DCM-NH-Ala (440 nm) de disoluciones de distinta
concentracion (B y D, respectivamente).

Los resultados obtenidos tras el ajuste lineal de la Ley de Lambert-Beer
proporcionaron un valor de ¢ para el DCM-NH:de 37700 + 1600 L mol" cm™!
con un R?de 0.99 (figura IV.2B) mientras que para el DCM-NH-Ala de 17200
+950 L mol! cm con R? igual a 0.98 (figura IV.2D).

Por otro lado, siguiendo la metodologia descrita en el apartado
M1.3.10.1 (ecuacion II1.4), se calcularon los rendimientos cuanticos de
fluorescencia (®). Asi, el valor de @ para el DCM-NH: (utilizando rodamina
6G como referencia) fue de 0.63 + 0.09 %, mientras que el obtenido para el
DCM-NH-Ala fue de 0.09 = 0.01 %, siendo en esta ocasion la fluoresceina la
referencia usada. Por tanto, existe un aumento de 7 veces del @ del colorante
con respecto al del sensor.

Como la influencia del ambiente sobre las propiedades fluorescentes
es esencial para entender el comportamiento de los colorantes en muestras
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biologicas y poder realizar una correcta interpretacion de la sefal de
fluorescencia, se realizd un estudio solvatocromico utilizando diferentes
disolventes.

En primer lugar, se registraron los espectros de absorcién y emision,
(figura IV.3), los tiempos de vida de fluorescencia, y se calcularon los
rendimientos cudnticos y el coeficiente de absortividad molar en 12
disolventes diferentes (ver tabla IV.1).

—— Diclorometano — Di eta
A B Diclorometano

—— Dimetilsulféxido 2000 4 —— Dimetilsulféxido

—— Agua

—— Agua
Tetrahidrofurano
— Acetona

0,09 4

—— Tetrahidrofurano

—— Acetona 1500 4
—— Acetonitrilo
—— Clorobenceno

—— Dioxano

—— Acetonitrilo
—— Clorobenceno

0,06 4
1000 4 —— Dioxano
—— Isopropanol —— Isopropanol

Absorbancia

—— Metanol — Metanol

—— Tolueno

0,03 4

—— Tolueno

500 4

Intensidad de fluorescencia / u.a.

0,00
0

400 500 600 700 +
500 55 600 650 700 750 800

A /nm A /nm

Fig. IV.3. Espectros de absorcion (A) y de emission (B) de DCM-NH: (1.7 uM) en diferentes
disolventes.

Tabla IV.1. Rendimientos cuanticos de fluorescencia y tiempos de vida de fluorescencia del
DCM-NH: en diferentes disolventes.

Disolvente e | Agax Despl. &*/M-1cm! (4] T/ns
/nm | /nm Stokes/nm (%)
Diclorometano | 472 | 622 150 44155 34 0.35
Dimetilsulfoxido | 521 | 665 144 45511 14.6 | 0.58
Etanol 494 | 646 152 43747 13.6 | 0.50
Agua 469 | 660 191 31052 0.4 0.44
Tetrahidrofurano | 495 | 627 132 47919 5.2 0.30
Metanol 483 | 648 165 54381 9.2 0.32
Clorobenceno 491 | 630 139 42144 5.9 0.32
Acetonitrilo 478 | 641 163 47655 10.7 | 0.26
Tolueno 490 | 617 127 45142 2.8 0.27
Isopropanol 503 | 646 143 43396 121 | 0.70
Dioxano 481 | 603 122 49856 1.9 0.51
Acetona 486 | 640 154 54381 7.2 0.30

*en el maximo de absorcion
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Utilizando el andlisis desarrollado por Cataldn (305), descrito en el
apartado III.3.10.1. Métodos de andlisis-polaridad, se hicieron los ajustes
lineales observados en la figura IV.4, donde se representan la A en el maximo
obtenida experimentalmente en los diferentes disolventes frente a la A en el
maximo de esos mismos disolventes calculada tedricamente mediante el
modelo de Cataldn, en el cual se tienen en cuenta cuatro parametros de los
disolventes: 4acidez (SA), basicidad (SB), dipolaridad (SdP) y Ila
polarizabilidad (SP). El ajuste de los datos a una linea recta se hizo tanto para
absorcion como para emision, obteniéndose unos valores para el coeficiente

de correlacion de Pearson (r) iguales a 0.92 y 0.95, respectivamente.

520 660 4

510 655 4

2-Propanol
L]

650 4

[$1]
=]
S
!

W EtOH

645 4

1,4-Dioxano -
. Clorobenceno

MeOH
Clorobenceno
Acetona

kcalculada /nm

640 4

7Lc:alculada /nm
=
3

1,4-Dioxano
¥ Tolueno []
® MeCN ® Tolueno

635 4

T

630 635 640 645 650 655 660 665
1/nm

T T T T T T
460 470 480 490 500 510 520

experimental
A experimental /nm

Fig.IV.4. A) Representacion de los A maximos de absorcion calculados mediante el ajuste lineal
de Catalan frente a los A maximos de absorcion experimentales (r = 0.92). B) Representacion de
los A maximos de emisién calculados mediante el ajuste lineal de Catalan frente a los A maximos

de emision experimentales (r = 0.95).

Dichos valores demuestran la bondad del ajuste lineal y, por ende, del
método de Cataldn. A continuacion, eliminando uno a uno los pardmetros de
la ecuaciéon de Cataldn (ver seccidn I11.3.10.1-ecuacion II1.5) y analizando los
efectos en el ajuste lineal, se puede determinar el pardmetro que tiene mayor
influencia sobre las propiedades fotofisicas del DCM-NHo.
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Absorcion r Emision r

Todos los parametros 0.9179 Todos los parametros 0.9542
sin SA 0.9135 sin SA 0.8906
sin SP 0.7900 sin SP 0.9034
sin SB 0.3581 sin SB 0.9349
sin SdP 0.9148 sin SdP 0.6913

El andlisis detallado de los resultados muestra que el parametro que
exhibe mayor influencia en los espectros de absorcion es la basicidad (SB) del
disolvente, aunque la polarizabilidad (SP) también influye. Por el contrario,
los pardmetros que mas afectan a los espectros de emision son la dipolaridad
(5dP) y la acidez (SA) (ver tabla IV.2).

El desplazamiento al rojo del maximo de emision con el aumento de la
polaridad del disolvente se debe a una transferencia de carga intramolecular
y al aumento concomitante del momento dipolar durante la excitacion (284).
Los estudios del tiempo de vida de fluorescencia del DCM en un gran nimero
de disolventes confirmaron ademds que la naturaleza del disolvente
desempefia un papel importante en los procesos de decaimiento del estado
excitado (308); por lo tanto, la eleccion del disolvente para los estudios in vitro
con DCM es de gran importancia (309). Basandonos en el trabajo previo y en
los resultados obtenidos, el DMSO parece ser el mas adecuado en vista del
mayor tiempo de decaimiento de la fluorescencia y de la baja eficiencia de
fotoisomerizacion (308), ademads de su mayor ®. Ademas, dicho cosolvente
presenta la ventaja de ser miscible en agua en cualquier proporcion.

No obstante, para conocer cudl es realmente la cantidad minima
necesaria de DMSO a utilizar, se midio la intensidad de fluorescencia a 662
nm de disoluciones de DCM-NH: con diferentes porcentajes de DMSO,
excitando por un lado a 480 nm, correspondiente al maximo de absorcion del
DCM-NHz; y por otro a 458 nm que, como se ha visto en la figura IV.1A, es la
longitud de onda coincidente con el punto isosbéstico entre el sustrato y el
colorante (ver figura IV.5).
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Fig. IV.5. Espectros de emision de disoluciones de DCM-NH: (5 uM) con diferentes porcentajes

de DMSO excitando a 458 nm (A) y 480 nm (B). Valores maximos de intensidad de fluorescencia

frente a las concentraciones de DMSO excitando a 458 nm (C) y 480 nm (D).

Como se puede comprobar, las senales de intensidad de fluorescencia,
por un lado, no variaron sensiblemente utilizando una u otra longitud de
onda de excitacion. Por otro, se demuestra que éstas son mucho mayores a
medida que se aumenta la proporcion de DMSO utilizada, hasta llegar al
maximo empleando el 30 %, donde a partir de ahi el aumento es poco
significativo. Por debajo del 30 % de DMSO se produce la precipitacion del
colorante a las concentraciones de trabajo empleadas, tal y como se observa
en la figura IV.6.
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Fig. IV.6. Fotografia tomada durante la preparacion de la disolucién del DCM-NH2en DMSO
al 20 %.

Finalmente, y para completar el analisis fotofisico del colorante, se
llevé a cabo un estudio de fotoestabilidad y sensibilidad al pH del mismo. En
la figura IV.7A se muestran los espectros de emision (Aexx = 480 nm) de
disoluciones de DCM-NH: (7 uM), ademds de los valores de intensidad
obtenidos en el maximo de emision (a 662 nm), en funcién del pH. La figura
IV.7B, en cambio, muestra la intensidad normalizada en el maximo valor del
DCM-NH?: (Aexc = 480 nm), asi como de un patron estandar utilizado, en este
caso, la fluoresceina (Aexe = 494 nm), continuamente irradiados con una

lampara de Xenon.
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Fig. IV.7. A) Espectros de emisiéon del DCM-NH: (7 uM) en PBS/DMSO (7/3, v/v) a diferentes
valores de pH. La figura insertada representa el maximo de la intensidad de fluorescencia en
funcién del pH. B) Intensidad de fluorescencia normalizada en su maximo al tiempo inicial de
fluoresceina y DCM-NH: continuamente irradiada con una ldmpara de Xenon.
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Los resultados en la figura IV.7 obtenidos revelan, por un lado, una
baja influencia en el rango de pH entre 5.20 y 9.75 en la emision del fluoroforo,
y por otro, una adecuada fotoestabilidad, si se compara con la fluoresceina,
una de las referencias mas empleadas por su elevado rendimiento cudntico, y
poco fotoblanqueamiento. Asi, después de 30 min, se detecta una disminucion
en la intensidad del 10 %.

IV.2.1.2. Caracterizacion fotofisica de la reaccion enzimatica

Una vez caracterizado espectralmente el fluoroforo, se procedio al
estudio de la reaccion enzimatica. La adicion de pepN (10 pg mL?) purificada
ala disolucion de DCM-NH-Ala 10 uM en PBS/DMSO (7/3, v/v), 10 mM, y pH
=7.4, dio lugar a una disminucién con el tiempo de la banda de absorciéon con
Amax = 440 nm, que corresponde al derivado de la alanina, junto con un
aumento concomitante de la banda de absorcién con maximo a 480 nm, que
se atribuye al DCM-NH>, asi como a la aparicion de un punto isosbéstico a 458
nm. De forma cuantitativa, se muestra la disminucion, durante el transcurso
de la reaccion enzimatica, del valor de absorbancia a 440 nm y el aumento del
valor a 480 nm, tal y como se muestra en la figura IV.8.

0.20

*00000s0s000000cssnstes

Absorbancia
o
=
ol

0.15

0.10

0 10 20 30 40 50 60
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Absorbancia

350 400 450 500 550 600 650
A/ nm

Fig. IV.8. Evolucién de los espectros de absorcion de DCM-NH-Ala (10 uM) con pepN (10 pg
mL) cada 2 min durante 1 h a 37 °C. La representacion insertada muestra los valores maximos
de absorbancia a 480 nm (linea negra) y 440 nm (linea roja) frente al tiempo.
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Como se puede observar en la figura IV.9, el espectro de absorcion
normalizado que resulta tras la adicion de la enzima cuando ha transcurrido
1 h coincide con el del DCM-NH: libre, lo que indica sin ambigiiedad que la
banda que se genera a 480 nm corresponde con la aparicion del colorante
DCM-NHo.

1.04 ——t-1min

= t-60 min
= = DCM-NH, puro

0.8 1 = = DCM-NH-Ala puro

0.6

0.4 4

0.2 4

Absorbancia normalizada

OO T T T T T T T 1
350 400 450 500 550 600 650 700

A /nm
Fig. IV.9. Espectros de absorcion normalizados de los compuestos puros DCM-NH-Ala (linea

negra discontinua) y DCM-NHz (linea roja discontinua), y de los espectros recogidos a 1 min
(linea negra) y a los 60 min (linea roja) desde que se inicid la reaccion.

En consonancia, los espectros de emision de las disoluciones cuando
se excitan en el punto isosbéstico muestran una disminucion de la sefial a 540
nm y el aumento simultdneo de la banda con pico a 662 nm, cuyos valores
pueden observarse en la gréfica insertada (figura IV.10).
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Fig. IV.10. Evolucion de los espectros de emision de DCM-NH-Ala (10 uM) con pepN (10 pg
mL1) observados cada 2 min durante 1 h mediante excitacién a 458 nm a 37 °C. La
representacion insertada muestra la intensidad maxima de fluorescencia a 662 nm (linea roja)
y la disminucién de intensidad a 540 nm (linea negra) frente al tiempo.

Es interesante hacer notar que para el estudio de la reaccién enzimatica
del DCM-NH-Ala se utiliza la intensidad de fluorescencia a la longitud de
onda de 540 nm, en lugar de la del maximo del sensor (-571 nm-). Esto se debe
a que en el maximo se produce inicialmente una ligera disminucion, seguida
de un aumento con el tiempo debido a la influencia de la fuerte emision del
DCM-NH: liberado, tal y como se demuestra en la figura IV.11.
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Fig. IV.11. Evolucion de los espectros de emision de DCM-NH-Ala (10 uM) con pepN (10 ug
mL") cada 2 min durante 1 h mediante excitacion a 458 nm a 37 °C. La representacién insertada
muestra el aumento de la intensidad de fluorescencia a 571 nm (linea roja) y la disminucién de
la intensidad a 540 nm (linea negra) frente al tiempo.

En la figura IV.12 se puede observar la representacion grafica del
cociente entre las intensidades de la sefial a 662 y la de 540 nm frente al tiempo
tras la adicion de la enzima alanina aminopeptidasa.
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Fig. IV.12. Medidas ratiométricas de las sefiales de fluorescencia de Ise2/Is40 de la figura IV.10 a
diferentes tiempos.
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Es importante destacar que la relacion entre estas dos sefales de
fluorescencia Iss2/Is40 alcanza la maxima sensibilidad, aumentando en 18 veces,
después de 40 min y manteniéndose constante después de este tiempo.

Para determinar de forma inequivoca que el aumento de la relaciéon de
fluorescencia mencionada era debida a la actividad de la pepN, se mezclaron
diferentes concentraciones del inhibidor especifico bestatina con disoluciones
de sustrato a la misma concentracion y de enzima. En la figura IV.13, se
muestran los espectros de absorcion de esas disoluciones, recogidos cada 5

min, durante 1 h.

5 o
020+ 0 UM Bestatina 020+ 10 uM Bestatina
0.154 0.154

3 -
o o
£ 010 £ o010
S R
5 5
< 0051 < 005
0.00 T T T 0.00 T T T
400 500 600 400 500 600
A/ nm A /nm
0204 50 1M Bestatina 0.204 R 100 1M Bestatina
0.154 0.15
s £
o o
£ 0.104 £ 0.104
R K]
= =
k-] K]
< 005 < 0.5
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Fig. IV.13. A) Espectros de absorcion de DCM-NH-Ala (10 uM) en presencia de alanina
aminopeptidasa (5 ug mL™") y bestatina a diferentes concentraciones durante 1 h.

La representacion de la absorbancia registrada a 480 nm frente al
tiempo a diferentes concentraciones de bestatina se recoge en la figura IV.14.
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Fig. IV.14. Representacion de la absorbancia a A = 480 nm frente al tiempo para las diferentes
disoluciones de la sonda (DCM-NH-Ala) con alanina aminopeptidasa a diferentes
concentraciones de bestatina.

Los espectros de absorciéon mostraban una rdpida velocidad de
liberacién del fluoréforo DCM-NH: cuando no habia bestatina; sin embargo,
la adicién del inhibidor producia una disminucién en la velocidad de
aparicion de la banda roja (A = 480 nm) dependiente de la concentraciéon de
bestatina.

Sin inhibidor, la reaccion es casi instantanea, alcanzandose a los cinco
minutos practicamente el maximo valor de absorbancia.
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Los espectros de emisién en presencia del inhibidor de la alanina

aminopeptidasa se recogen en la figura IV.15.

750 4

500 4

Intensidad de fluorescencia / u.a.

500

Intensidad de fluorescencia / u.a.

e
500

0 M Bestatina

Intensidad de fluorescencia / u.a.

T T
550 600 650 700 750

A/nm

50 pM Bestatina

Intensidad de fluorescencia / u.a.

— 1
750

650

A/nm

750 4

500

500

10 uMBestatina

T T
600 650

A/nm

700 750

100 pM Bestatina

A/nm

Fig. IV.15. Espectros de emision de DCM-NH-Ala (10 uM) en presencia de alanina
aminopeptidasa (5 pg mL") y bestatina a diferentes concentraciones durante 1 h con excitacion
a A=458 nm.

La representacion de la intensidad de fluorescencia a 662 nm frente al

tiempo a diferentes concentraciones de bestatina se recoge en la figura IV.16.
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Fig. IV.16. Representacion de la emisién en el maximo A = 662 nm frente al tiempo para las
diferentes disoluciones de sonda (DCM-NH-Ala) con alanina aminopeptidasa a las diferentes

concentraciones de bestatina.

De forma similar a la absorbancia, la sefial de fluorescencia a 662 nm
disminuye en presencia del inhibidor de pepN. Esta disminucién depende de
la concentracién de bestatina. En ausencia del inhibidor, se observa una
rapida aparicion del pico a 662 nm, que se asocia con el DCM-NH: liberado.
La incorporacion de bestatina ralentiza la velocidad de reaccién y produce
una disminucién de la sefal de fluorescencia a 662 nm en el mismo tiempo.
Dado que la bestatina no afecta a la emisién del DCM-NHz, el pico
significativo de la banda fluorescente NIR a 662 nm se atribuye al DCM-NH:
liberado por la escision especifica del enlace amida debido a la actividad de

pepN.

Considerando la figura IV.8, la concentraciéon maxima de DCM-NH:
se alcanzé después de aproximadamente 20 min y el aumento del tiempo a un
valor considerablemente superior (t= «) no proporcion una concentracion de
DCM-NH: equivalente al sustrato inicialmente afiadido (10 uM). Asi, se puede
comparar el espectro resultante final con el espectro de absorcion del
producto DCM-NH: a esa misma concentracion (figura IV.2A). Este resultado
posiblemente se debe al efecto desnaturalizante del DMSO sobre la estructura

de la proteina.
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Dado que la influencia del DMSO es diferente segtin la proteina (310),
para establecer el efecto de una concentracion del 30 % de DMSO en la
actividad de la pepN, se realiz6 un experimento en el que se anadieron 0.15
mL de sustrato a 1.5 mL de enzima disuelta en PBS y a los mismos 1.5 mL de
enzima pero previamente incubados durante 20 min en 7/3 PBS/DMSO. Los
espectros de absorcidn y fluorescencia (excitando a 550 nm para ver solo el
producto de la reaccion DCM-NH2) de cada disolucion se registraron a
diferentes tiempos, lo que permitié comparar las velocidades a las que la
enzima generaba el producto de reaccion en ambas muestras. Los espectros
registrados se representan en las figuras IV.17.
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Fig. IV.17. Espectros de absorcién (A) y fluorescencia (B) (Aex= 550 nm) a diferentes tiempos de
disoluciones de DCM-NH-Ala con PBS/DMSO (7/3) afadidas a la pepN 5ug mL? sin
incubacién previa en PBS/DMSO (7/3). Espectros de absorcion (C) y fluorescencia (D) a
diferentes tiempos de disoluciones de DCM-NH-Ala en PBS/DMSO (7/3) anadidas a la pepN 5
ug mL previamente incubada durante 20 min en PBS/DMSO (7/3). Los espectros se registraron
cada 5 min hasta un tiempo total de 90 min.

La representacion de los valores de absorbancia y emision (derivados
de la figura IV.17) a lo largo del tiempo son representados en la figura IV.18.
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Fig. IV.18. Valores maximos de absorbancia a A =480 nm de la reaccién con la enzima incubada
previamente en DMSO (linea roja), y con la enzima sin incubacién previa en DMSO (linea
negra) frente al tiempo. Datos de las figuras IV.16A y IV.17A, respectivamente. B) Valores
maximos de fluorescencia a A = 662 nm de la reaccion con la enzima que se incub6 previamente
en DMSO (linea roja), y con la enzima sin incubacién previa en DMSO (linea negra) frente al
tiempo. Datos de las figuras IV.16B Y IV.17B, respectivamente.

De la observacion de las figuras IV.16 a IV.18 se infiere claramente que
la incubacién previa del enzima con DMSO, apenas afecta a la velocidad
inicial de la reaccion enzimatica. Ademas, después de 25 min se alcanzé una
sefial similar en ambas disoluciones. A la luz de estos resultados, se puede
concluir que distintos tiempos de incubacién con un 30 % de DMSO, necesario
para una adecuada solubilidad de la sonda, para realizar estudios in vitro no
produciria errores sustanciales en los pardmetros que describen la reaccion
enzima-sustrato.

Por otro lado, se comprob¢ la eficacia de la actividad enzimatica a
diferentes valores de pH. Para ello, se prepararon 12 disoluciones de distinto
pH con DCM-NH-Ala (10 uM) y pepN (5 pg/mL), y se recogieron sus
espectros de emision, transcurridos 40 min de incubacion. En la figura IV.19A
se representan los valores ratiométricos de las sefales Iss2/Is40 de las diferentes
muestras, que es concordante con la tonalidad que adquiere la disolucidn,
mostrada en la figura IV.19B.
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Fig. IV.19. A) Medidas ratiométricas de disoluciones de DCM-NH-Ala (10 uM) y pepN (5 pg
mL™) a diferentes valores de pH, tras 40 min de incubacién. B) Fotografias de las muestras.

A partir de los resultados obtenidos, se puede deducir que a un pH
entre 8.52 y 9.25 se obtienen los mayores valores en las medidas ratiométricas,
y por ende, donde la enzima presenta mayor actividad (figura IV.19A). Del
mismo modo, se observa que la mayor coloracion rojiza, debida al producto
DCM-NHy, se manifiesta en esos valores de pH (ver figura IV.19B).

No obstante, pese a ello, se decidio trabajar en condiciones de pH igual
a 7.5, coincidente con el pH fisioldgico, y donde la pepN presenta una
actividad bastante razonable.

IV.2.2. Parametros cinéticos segun el modelo de Michaelis-Menten de
la reaccion enzimatica DCM-NH-Ala - pepN

Como ya se ha comentado, ambas especies DCM-NH: y DCM-NH-Ala
son excitadas por igual a la longitud de onda del punto isosbéstico (458 nm).
Sin embargo, al excitar a esta longitud de onda, la sehal ratiométrica no es una
medida directa del colorante libre liberado en la reaccidon enzimatica, no
siendo por tanto una medida fiable para el calculo de las constantes cinéticas.
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Por ello, seria necesario realizar correcciones basadas en los coeficientes de
extincion molar y los rendimientos cudnticos de ambas especies para
conseguir un valor preciso de la velocidad inicial de la reaccion enzimatica.
Para evitar hacer estas correcciones, las disoluciones utilizadas para calcular
los parametros caracteristicos de la cinética de reaccion enzimatica se
excitaron a una longitud de onda de 550 nm en la que el DCM-NH-Ala
practicamente no absorbe, tal y como se muestra en la figura IV.8. Asi, la
excitacion a 550 nm genera espectros de emision esencialmente iguales,
independientemente de las cantidades relativas de sustrato y producto que
haya en la disolucion a diferentes tiempos de reaccion y, por lo tanto, genera
senales de fluorescencia que son proporcionales a la concentracion del
producto de reaccion (ver figuras IV.17 B y D).

Teniendo en cuenta la informacion anterior, se estudio la cinética de la
reaccion enzimatica siguiendo el modelo de Michaelis-Menten. En primer
lugar, se hizo un ajuste no lineal entre la intensidad de la fluorescencia a 662
nm y la cantidad de DCM-NH: (figura IV.20).

450 4
300

1501
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Fig. IV.20. Relaciéon experimental entre las intensidades de fluorescencia y las concentraciones
de DCM-NH_. El ajuste se logré utilizando la ecuacion de una hipérbole rectangular (R?=0.994).

Seguidamente, se recogieron las intensidades de emisién a A = 662 nm
(maximo de emisién del producto liberado DCM-NH>) de disoluciones con
distinta concentracién de sustrato e igual de enzima. Mediante el ajuste no
lineal de la figura IV.20, se transformo esta intensidad de fluorescencia en la
concentracion del producto de la reaccion (ver figura IV.21). Para ello, las
condiciones instrumentales del fluorimetro fueron las mismas.
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Para resolver la cinética, se calcularon las velocidades iniciales de la
reaccion mediante ajustes lineales de las cinéticas de las diferentes
concentraciones iniciales de sustrato a partir de la sefal de fluorescencia del
DCM-NH: liberado. Los datos de las velocidades iniciales se contemplan en
la tabla IV.3.
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Fig. IV.21. Aumento de DCM-NH: a distintos tiempos con DCM-NH-Ala a diferentes
concentraciones (indicadas en la figura) y pepN (5 pg mL1).

Tabla IV.3. Velocidades iniciales obtenidas a las distintas concentraciones de sustrato.

[DCM-NH-Ala] / pM Velocidad inicial / R?
mM min!
1 0.002 0.99
2.5 0.009 0.99
5 0.019 0.99
10 0.029 0.97
25 0.104 0.99
50 0.168 0.99
80 0.215 0.99

La representacion de las velocidades iniciales determinadas en la
figura IV.21 frente a la concentracion inicial de sustrato de acuerdo al modelo
de Michaelis-Menten se muestra en la figura IV.22.
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Fig. IV.22. Representacion de Michaelis Menten de la reaccién enzimatica entre pepN y el
sustrato DCM-NH-Ala.

El ajuste de regresién no lineal por minimos cuadrados proporciono
los valores de Kum y vmax listados en la tabla IV .4, a través de la ecuacion II1.1
(seccién 111.3.10.1). A partir de la vmax y la concentracion inicial de enzima se
calculd la ket de acuerdo a la ecuacion I11.3 descrita en la seccion 111.3.10.1.

Como referencia, se calcularon los mismos parametros con un método
colorimétrico estandar que utiliza clorhidrato de L-alanina-4-nitroanilida
como sustrato. Los resultados obtenidos figuran en la figura IV.23, y en la
tabla IV 4.
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Fig. IV.23. Representacion de Michaelis-Menten de la reaccion enzimatica entre pepN

y el sustrato clorhidrato de L-Alanina 4-nitroanilida.
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Tabla IV.4. Parametros cinéticos enzimaticos del DCM-NH-Ala.

Sustrato
DCM-NH-Ala Clorhidrato de L-alanina-4-
nitroanilida
Kwm 0.082 +0.021 mM 0.68 +0.04 mM
Vmax (4.8£0.8) x 103 mM min™? mg! | (7.3+0.1) x 10° mM min! mg™!
Keat 0.47 £0.08 mM min! uM! 0.72+0.01 mM min™! uM™!

El valor de Km obtenido con el método colorimétrico fue mayor que el
obtenido con DCM-NH-Ala y, por tanto, indicd que, para las condiciones
experimentales utilizadas, el DCM-NH-Ala tenia una mayor afinidad por el
sitio activo de la enzima. Sin embargo, la kat del DCM-NH-Ala fue
significativamente menor que la del sustrato colorimétrico. Estos resultados
sugieren que la alta afinidad de pepN por el DCM-NH-Ala también se traduce
en una constante cinética de salida del DCM-NH: del sitio activo que
probablemente ralentiza la velocidad de reaccion. Esta diferencia podria verse
potenciada por el uso de DMSO para el DCM-NH-Ala en el medio de
reaccion. Asi, el uso de este cosolvente produce una ligera pérdida de rigidez
de la enzima y proporciona una mayor penetrabilidad del sustrato y, por lo
tanto, una disminuciéon de la Km. Sin embargo, esta pérdida de rigidez
también puede causar un ligero deterioro de su eficacia disminuyendo la keat.
Efectos similares se han reportado previamente para otras enzimas (311, 312).

Por ultimo, también se midieron las emisiones DCM-NH-Ala y DCM-
NH: excitadas en el punto isosbéstico a diferentes concentraciones de sustrato.
Aunque los valores de ratio no pueden utilizarse para calcular los pardmetros
cinéticos, tal y como se ha comentado anteriormente, los resultados confirman
que las medidas ratiométricas pueden utilizarse como sefales para
monitorizar la actividad de pepN (ver figura IV.24).
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Fig. IV.24. Representacion de las medidas ratiométricas frente al tiempo de disoluciones de
DCM-NH-Ala a diferentes concentraciones. (B) Velocidades iniciales de las medidas
ratiométricas frente a la concentracion de sustrato.

De la observacion de la figura IV.24 se puede decir que un aumento en
la concentracion de sustrato implica un aumento en la velocidad inicial de la
reaccion enzimatica.

IV.2.3. Aplicaciones biologicas del DCM-NH-Ala

IV.2.3.1. Seguimiento ratiométrico de la actividad enddgena de la pepN en
bacterias

Una vez determinadas las caracteristicas espectrales y cinéticas de la
reaccion enzimatica entre el DCM-NH-Ala y la alanina aminopeptidasa in
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vitro y dado que el propodsito de esta investigacion es desarrollar una nueva
metodologia para la identificacion de las bacterias Gram (-) que expresen
actividad pepN, se examin6 el rendimiento de la sonda en bacterias mediante
microscopia de fluorescencia de uno y dos fotones, teniendo en cuenta la
excelente biocompatibilidad que el DCM-NH: ha mostrado en estudios
previos en células vivas (313).

Se eligié E. coli como modelo bacteriano. Para los ensayos, se
seleccionaron dos clones. Como bacteria control, se utilizaron células XL1-
azul transformadas con un plasmido (pequefia molécula de ADN circular
extracromosomico capaz de replicarse de forma independiente del
cromosoma bacteriano) que codifica una proteina verde fluorescente GFP. En
estas bacterias, se detecto el nivel basal de actividad de pepN enddgena.
Ademas, la fluorescencia de la GFP permite diferenciar estas bacterias de
otras. El segundo clon utilizado se corresponde con células competentes XL1-
azul transformadas con el plasmido pMAL-TEV-pepN-His. En estas bacterias
se pudo detectar una mayor expresion del producto génico pepN incluso sin
la adiciéon de isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) como inductor
debido a la incorporacion del plasmido de expresion (314). Finalmente, un
tercer grupo de muestras fue aquel en el que las bacterias que albergaban el
plasmido pMAL-TEV-pepN-His fueron inducidas con IPTG para aumentar la
actividad de pepN. Las diferentes muestras se excitaron con dos fotones de
800 nm, y se registro la fluorescencia en los canales verde (500-580 nm) y rojo
(580-700 nm).

La figura IV.25 muestra imagenes de las bacterias a cuatro tiempos
distintos (A) junto con la fluorescencia medida en el canal rojo a cada minuto
para las tres cepas de E. coli (B). Como se ha comentado, como control, se
emplearon bacterias de E. coli que expresan GFP para enfocar el microscopio
a tiempo cero. Cabe sefialar que en esta figura no se muestra la fluorescencia
en el canal verde porque al afiadir la GFP, no se puede utilizar la emisién en
verde del DCM-NH-Ala para obtener una sefial ratiométrica, debido a que
interfiere significativamente en los calculos de la relacion. Ademas, la GFP fue
util para identificar las bacterias que sobreexpresaban (o no) pepN. De hecho,
las bacterias que sobreexpresan pepN muestran una sefial roja cuya
intensidad es el doble de la correspondiente a las bacterias con expresion de
pepN no inducida y diez veces mayor que la intensidad de la senal de las
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bacterias que carecen de este plasmido. Por tanto, la cinética de aparicion de
la emision depende de las concentraciones intracelulares de pepN. Todos
estos resultados indican que la sonda penetra espontdneamente en las
bacterias Gram (-) y es capaz de revelar con gran sensibilidad la presencia de
pepN en el interior de las bacterias mediante la fluorescencia emitida tras la
excitacion con dos fotones de 800 nm. En este punto, dado que la mayor
virulencia de la patogenicidad en microorganismos esta relacionada con una
mayor actividad en la enzima pepN (315), cabe destacar que la ventaja de
poder detectar diferentes expresiones de esta enzima proporciona una
poderosa herramienta para localizar diversos agentes bacterianos virulentos,

ademas de permitir discriminar entre diferentes microorganismos patogenos.
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Fig. IV.25. A) Imagenes de distintas cepas de E. coli incubadas con DCM-NH-Ala (5 uM) a
diferentes tiempos mediante microscopia multifotdnica (Aex = 800 nm). B) Representacion de la
intensidad de fluorescencia en el canal rojo (Aem = 580-700 nm) de las diferentes cepas

bacterianas a distintos tiempos.

Para demostrar sin lugar a dudas que la emision NIR se debe al DCM-
NH: liberado por la reaccion enzimatica de la pepN intrabacteriana, se realizo
el siguiente experimento. Por un lado, se preincub6 E. coli de la cepa
sobreexpresada de pepN con el inhibidor competitivo bestatina (0.5 mM)
durante 10 min, y posteriormente se le adiciond la sonda DCM-NH-Ala (10
uM) en PBS/DMSO (7/3, v/v), pH 7.4 y se incubd durante 30 min mas. Por
otro, en ausencia de inhibidor, se incubd otra muestra de esta misma cepa con
la misma concentracion de sonda y durante el mismo tiempo. Seguidamente,
se tomaron imagenes de ambas muestras hasta un tiempo total de 20 min. En
la figura IV.26, se muestran las imagenes ratiométricas calculadas.
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Fig. IV.26. A) Imagenes ratiométricas de la cepa de E. coli con pepN inducida a diferentes
tiempos. B) La misma cepa de E. coli tras la incubacién con bestatina (0.5 mM) en diferentes
tiempos.

Las cepas de E. coli con actividad pepN exhiben una sefial de
fluorescencia decreciente en el canal verde junto con un aumento
concomitante de la sefial de fluorescencia NIR en el canal rojo, lo cual es
coherente con los cambios espectrales observados in vitro y, por tanto, en sus
ratios entre los canales rojo:verde, mostrados en la figura IV.26A. Sin
embargo, la figura IV.26B muestra que las bacterias incubadas en presencia
de bestatina muestran una reduccion considerable en el aumento de la
fluorescencia NIR debido a la liberacion de DCM-NH: y exhiben una
disminucion de 4 veces en la sefial ratiométrica tras ~20 min de reaccion; este
hallazgo demuestra que la formacion de DCM-NH: es causada por la
actividad enzimatica de pepN. Para una mejor comparacion, los valores
medios de la ratio de intensidad de fluorescencia entre los canales rojo y verde
de las bacterias se representan en la figura IV.27.
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Fig. IV.27. Representacion de los valores de la ratio R:V tanto del control sin inhibidor (linea
negra) como de las bacterias con bestatina (linea roja) a diferentes tiempos.

La microscopia multifotdnica permite la imagen tridimensional in vivo
con una resolucion submicrénica y una alta relacion sefial/ruido en materiales
con alta dispersion. Como las infecciones con microorganismos Gram (-)
pueden producirse en tejidos, resulta de gran utilidad detectar la sefial
fluorescente a distintas profundidades, es decir a distintos planos z. Para ello,
se realizaron experimentos para comparar los resultados obtenidos mediante
la excitacion con dos fotones de 800 nm o con un solo fotén de 458 nm. De este
modo, se pudo cuantificar la fluorescencia de fondo de los materiales con alta
dispersion y el aumento de la profundidad de penetracion en estos. Para
simular la absorcién a partir de medios bioldgicos (316), en lugar de los
medios de cultivo habituales utilizados en el crecimiento de las cepas
bacterianas, se utiliz6 un medio de agar enriquecido con un 15 % de caldo de
lisogenia (LB), tal y como se ha relatado en la seccion 1I1.3.4, de materiales y
métodos. Los resultados obtenidos en tres posiciones z diferentes se muestran
en la figura IV.28. El panel A muestra imagenes registradas en el rango de
longitudes de onda entre 580 y 700 nm en tres posiciones z arbitrarias
diferentes de E. coli excitada por un fotén de longitud de onda de 458 nm o
dos fotones de longitud de onda de 800 nm. Para una mejor visualizacion, el
panel B muestra imagenes ampliadas.
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Fig. IV.28. A) Imagenes de E. coli obtenidas en un medio de agar extra-enriquecido con LB 15
% (Aemision = 580-700 nm) a dos longitudes de onda diferentes de excitacion Aex =800 nm (panel
superior) y 458 nm (panel inferior) en tres posiciones z diferentes. La primera columna indica
la z relativa = 0, la segunda columna indica el aumento de la profundidad hasta 90 um y la
tercera columna indica el aumento de la profundidad hasta 210 um. La barra de escala
representa 100 pm. B) Imagenes ampliadas de E. coli. En la primera columna, la barra de escala
corresponde a 20 um y las dos columnas siguientes son extra-zoom de los diferentes recuadros
en la imagen de la primera columna. La barra de escala en las imagenes aumentadas representa

2 pm.

En la figura IV.29, se observa la intensidad media del canal rojo y el
valor de la intensidad relativa (normalizada por la sefial maxima de emision)
entre las imagenes recogidas por excitacion con dos fotones y con un foton

obtenidas cada 3 um.
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Fig. IV.29. Intensidades medias del canal r0jo (Aemisisn = 580-700 nm) de un cultivo bacteriano en
medio LB (15 %) en diferentes posiciones z. Se muestra la disminucién de la intensidad con el
aumento de la profundidad con la excitacién por dos fotones (linea negra, Aex =800 nm) y con

la excitacion por un fotdn (linea roja, Aex = 458 nm). Todas las imagenes se obtuvieron tras 30
min de incubaciéon con DCM-NH-Ala para asegurar la presencia de DCM-NHoa.

Es evidente que la intensidad de la fluorescencia emitida cuando la
muestra se excita con un solo fotén de 458 nm es menor que la obtenida
cuando se excita con dos fotones de 800 nm. Ademds, ambas intensidades
disminuyen cuando aumenta el valor relativo de z:, aunque la disminucién es
mas pronunciada a mayor profundidad cuando se excita con un solo foton. A
z: =210 um, la fluorescencia procedente de la excitacion por un fotén de 458
nm casi desaparece por completo.

Ademas, otra ventaja importante de la excitacion con dos fotones es el
aumento de la relacion sefial-ruido debido no sélo asociado a la mejora de la
sefal sino también a la disminucion del ruido. La figura IV.30 muestra tres
imagenes diferentes en tres posiciones arbitrarias de z:. En este andlisis, se
generd un perfil de trazado de intensidad frente a la distancia a partir de los
tres segmentos indicados en las imagenes, que se muestra en el panel inferior.
Cuando un segmento cruza una célula bacteriana, se corresponde con un pico
en el perfil de intensidad. Los perfiles superior, medio e inferior corresponden
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a los segmentos uno, dos y tres, respectivamente. Los perfiles de las imagenes
tras la excitacion con dos fotones se representan con el color negro, y los de
excitacion de un foton se muestran en rojo.
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Fig. IV.30. Imagenes obtenidas de E. coli en un medio de agar extraenriquecido con LB 15 %
(Aemision = 580-700 nm) a longitudes de onda de Aex = 800 nm (panel superior) y 458 nm (panel
inferior) en tres posiciones z diferentes. El panel inferior muestra el perfil de intensidad del
canal rojo para las tres marcas indicadas en el panel superior a Aex= 800 nm (lineas negras) y Aex
=458 nm (lineas rojas) en tres posiciones z diferentes.

De nuevo, y en concordancia con la figura IV.29, la senal de la
excitacion por dos fotones es mads intensa que la correspondiente a la
excitacion con un foton. Ademas, el nivel de ruido observado en la excitacion
por dos fotones es significativamente menor. Por lo tanto, la combinacién de
la mayor intensidad junto con la disminucién del ruido obtenida tras la
excitacion de la sonda por dos fotones hace que el empleo de esta técnica
proporcione una notable mejora en la determinacién de la actividad de la
pepN en tejidos o in vivo.

La tecnologia STED es una técnica de superresolucion que permite la
superacion del limite de difraccion de la luz, lo que ha ampliado el campo de
la microscopia de fluorescencia hasta la escala nanométrica, permitiendo el
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estudio de procesos y estructuras a nivel subcelular no posibles hasta el
momento con microscopia Optica de fluorescencia confocal. Para obtener una
buena resoluciéon en microscopia STED, es esencial conseguir una buena
relacion sefal/ruido (238). En este sentido, es importante registrar suficientes
fotones fluorescentes de las regiones de subdifraccion fluorescente y, por lo
tanto, el alto brillo y la fotoestabilidad del fluoréforo son requisitos esenciales
para su aplicacion como sonda de nanoscopia STED. Uno de los
inconvenientes para la aplicabilidad de las sondas STED que contienen
fluoroforos con propiedades fotofisicas adecuadas es que no son permeables
a la membrana celular y, por tanto, no son apropiadas para el etiquetado de
organismos vivos, ya que es necesario lavar las muestras para evitar la
fluorescencia de fondo. Por tanto, es fundamental para utilizar esta técnica el
desarrollo de nuevas sondas fluorescentes que, ademds de tener las
caracteristicas fotofisicas descritas, presenten una alta permeabilidad celular.

Para demostrar que el DCM-NH: cumple los requisitos para su uso
como sonda eficaz en microscopia de superresolucion, se afiadié una
disolucién de sonda (500 uM) en DMSO, a un cultivo de bacterias de E. coli
para lograr una concentracion final de 5 uM e, inmediatamente, se realizo la
medida. Las figuras IV.31 y IV.32 muestran que el fluoréforo penetra
rapidamente en el cuerpo bacteriano y se acumula selectivamente en la
membrana, lo que es consecuente con el cardcter apolar de la sonda. Ademas,
también se observan puntos de mayor intensidad, que probablemente
corresponden a regiones de mayor lipofilia y reflejan la heterogeneidad de la

membrana.

Confocal

Distancia / pm

0 100 200 0 200 100

Intensidad / u.a.

Fig. IV.31. Imagenes obtenidas de E. coli mediante microscopia confocal y STED. Las graficas
representan el perfil del trazado (el color negro corresponde a las imagenes confocales y el rojo
a las imagenes STED) para las lineas 1 y 2 que se trazan en las imagenes. La barra de escala
representa 2 pm.
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Fig. IV.32. Imagenes obtenidas de E. coli mediante microscopia confocal (A) y STED
(B) en otros campos de la muestra.

Comparando las imagenes confocal y STED en las figuras IV.31 (en la
que ademas se incluyen los perfiles de trazado de ambas imagenes) y IV.32,
se demuestra inequivocamente la utilidad del fluoréforo en la nanoscopia
STED.

Al objeto de observar la dinamica de la reaccién enzimadtica en
bacterias, una cepa con pepN inducida y otra endogena fueron incubadas con
una disolucion de DCM-NH-Ala 5 pM, recogiéndose, mediante microscopia
STED, imdgenes de las mismas a distintos tiempos (5, 15 y 35 min) (figura
IV.33).
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Fig. IV.33. Imagenes STED de la cepa de E. coli con pepN inducido (linea superior) y con pepN
enddgena (linea inferior) incubadas con DCM-NH-Ala 5 uM, y recogidas a diferentes tiempos.

De la observacion de la figura IV.33 se puede concluir que, con
respecto a la cepa de pepN inducida, la sonda inicié rapidamente la reaccion
enzimatica en sitios especificos localizados en la membrana bacteriana y en
algunas estructuras dentro del cuerpo bacteriano y, posteriormente, el
colorante liberado difundié al resto de la bacteria (ver figura IV.34). De forma
similar al comportamiento con el DCM-NH: mostrado en la figura IV.31, el
compuesto liberado se acumul6 en la membrana bacteriana debido a su
naturaleza lipofilica. En cambio, tal y como era de esperar, la cepa pepN
endogena mostré un aumento mas lento de la fluorescencia, aunque el
colorante liberado también se concentrd en la membrana. Asimismo, se puede
afirmar que las reacciones enzimdticas rdpidas no se producen en las
estructuras internas.

En la figura IV.34 se puede observar imagenes obtenidas de E. coli con
pepN inducida en diferentes planos xx, xz e yz.
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Fig. IV.34. Imagenes xy obtenidas de E. coli con pepN inducida (imagenes cuadradas) en

diferentes planos z (yz y xz, imagenes rectangulares). Los cuerpos bacterianos estan coloreados
en magenta y las estructuras en las que el aumento de fluorescencia es elevado estan coloreadas
en cian/blanco. Las cruces marcan las estructuras celulares que no estdn unidas a la membrana
bacteriana. La barra de escala representa 2 pm.

El interés por la deteccion de la alanina aminopeptidasa en la
identificacion de bacterias patégenas Gram (-) ha llevado a la sintesis de
sondas colorimétricas y fluorométricas. Asi, se han sintetizado sustratos
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fluorogénicos (317), y fluoréforos que muestran un considerable cambio de
longitud de onda de sus espectros de emision antes y después de la reaccion
con la enzima (318). Varadi et al. (2019) han propuesto una sonda que
aprovecha la transicion fluorescente del azul al amarillo cuando se produce la
reaccion enzimatica (319). La sonda aqui desarrollada tiene las ventajas sobre
las anteriores de su emision en el rojo, su caracter ratiométrico y la posibilidad
de excitacion por dos fotones NIR, obviando la posible autofluorescencia del
medio, asi como aumentando la penetracion tanto en los medios de cultivo
como en los tejidos. Ademas, su excepcional fluorescencia y su acumulacion
en sitios determinados ha permitido su uso en microscopia de

superresolucion.

IV.2.3.2. Estudio de la actividad pepN en biofilms bacterianos

Como es conocido, la formacion de biofilms es una estrategia
adaptativa de las bacterias que les permite incrementar sus posibilidades de
supervivencia en el medio ambiente. Dada las implicaciones negativas que
ello puede conllevar para la salud humana, es de especial interés estudiar la
actividad enzimatica en estas complejas comunidades microbianas, con el fin
ultimo de intentar ampliar el conocimiento sobre los mecanismos que
entrafan su formacion.

Al objeto de ver si es posible la deteccién enzimatica en dichas
estructuras, se obtuvo en primer lugar una muestra de biofilm de un dia de
maduracién, a partir de E.coli con actividad pepN inducida, segun el
procedimiento descrito en la seccion II1.3.4, observandose tres zonas
diferenciadas de desarrollo del mismo en el propio cubreobjetos del biofilm.
Asi pues, en la zona completamente sumergida en el medio contenido en el
pocillo de la placa de cultivo, es donde mayor masa de biofilm se contempla,
seguido de la zona de transicion en la interfaz liquido-aire. Finalmente, en la
zona exterior o aérea existe un nulo o escaso biofilm, debido a una menor
disponibilidad de nutrientes. Tras ello, se incubd con una disolucién 5 uM de
DCM-NH-Ala durante 30 min y se tomaron imagenes del mismo. La figura
IV.35A muestra las imagenes en los canales rojo y verde, y también las
imagenes ratiométricas R:V de las tres zonas del cubre, anteriormente
indicadas, donde el biofilm fue crecido, con Aexc = 488 nm. La figura IV.35B
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muestra las imagenes de luz transmitida del biofilm, vista a través del ocular,
asi como la recogida a través de la camara del microscopio.
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Figura IV.35. A) Imagenes de las distintas zonas del cubre donde se creci6 el biofilm en los
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canales rojo y verde, e imagenes del ratio mediante excitaciéon a 488 nm. B) Imagen de luz
transmitida del biofilm vista a través del ocular (arriba) y recogida mediante la cdmara del
microscopio (abajo).

Los datos de microscopia de fluorescencia obtenidos muestran en la
zona sumergida una mdaxima fluorescencia en el canal rojo, resultante de la
liberacion del fluoréforo DCM-NHYy, y, con ello, mayores valores de ratio. En
la zona intermedia, donde visualmente hay una formacion de biofilm menos
desarrollada, se observa, en cambio, una menor fluorescencia roja que en la
zona anterior.Finalmente, en la zona exterior, la medida de fluorescencia en
los canales rojo y verde mostraron la menor intensidad registrada
correspondiente al compuesto DCM-NH: y la méaxima sefal en el canal verde
correspondiente al sensor DCM-NH-Ala. Las imdgenes ratiométricas
calculadas identifican diferente actividad en funcién de la zona de desarrollo
del biofilm siendo mayor en la zona sumergida que en la zona intermedia y
ésta mayor a su vez que en la zona exterior. La actividad enzimatica esta
directamente relacionada con la cantidad y complejidad de biofilm
desarrollado en cada zona.
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Una vez comprobado que, pese a la compleja arquitectura del biofilm,
formada por matriz extracelular polimérica, las bacterias embebidas en la
misma pueden entrar en contacto con el sustrato y asi liberar el producto de
la reaccidon enzimatica DCM-NH2, se decidié llevar a cabo un estudio
comparativo de deteccion de actividad enzimatica en biofilms de distintos
dias de maduracidn, pero en esta ocasion de E.coli con actividad enddgena.
Para ello, dichos biofilms fueron incubados con una disoluciéon de DCM-NH-
Ala 5 uM durante un tiempo de 15 min. La figura IV.36 muestra, por un lado,
las imdgenes ratiométricas obtenidas (fila superior) y, por otro, sus
correspondientes imagenes tridimensionales del canal rojo, con Aex =450 nm,
de cinco dias.
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Figura IV.36. A) Imagenes ratiométricas de biofilms de E.coli con actividad pepN enddgena de
distintos dias de maduracién incubados con DCM-NH-Ala 5 uM durante 15 min mediante
excitaciéon a 450 nm. B) Imagenes tridimensionales del canal rojo (Aem = 650-720 nm) de los
mismos biofilms.

Los resultados revelan como, a medida que el biofilm se forma, se
obtiene diferente actividad enzimatica a lo largo del tiempo. Inicialmente, la
actividad enzimadtica baja a un valor minimo entre los dias 2-5, para
posteriormente durante el 6° dia alcanzar un pico de maxima actividad
enzimatica. Tras este maximo, la actividad vuelve a disiminuir hasta alcanzar
los valores minimos los dias 10-13 (ver figura IV.37). Esta tendencia con un
pico de actividad los dias 5-6 se han obtenido con iguales resultados en tres
experimentos independientes.
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Figura IV.37. Velocidades iniciales de la reaccién enzimatica de biofilms de E.coli con actividad
pepN enddgena de distintos dias de maduracién.

Segun los resultados obtenidos durante los primeros 14 dias de
desarrollo de biofilm, la enzima pepN muestra distintos niveles de actividad,
y sugieren que la actividad estd relacionada con la propia formacion del
biofilm. En esta Tesis Doctoral, se ha demostrado la utilidad de este sensor en
la medida de la actividad enzimatica durante la formaciéon de biofilms
bacterianos y por tanto su potencial uso como herramienta de deteccion de
actividad para microbidlogos y bioquimicos.
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IV.3. Caracterizacion y aplicaciones bioldgicas del compuesto
DCM-NH-Pro-Gly

IV.3.1. Caracterizacion fotofisica del sensor y de la reaccion
enzimatica

Los espectros de absorcion y emision del DCM-NH-Pro-Gly, 10 uM en
disolucion PBS/DMSO (7/3, v/v), 50 mM, pH = 7.4 se muestran en la figura
siguiente

A B
—— DCM-NH-Pro-Gly| < 700 4 DCMNH-Pro-Gl.
$ [~ DCM-NH-Pro-Gly
034 DCM-NH, 3 w0l —— DCM-NH,
o
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8 = 300
P (L'
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< 014 o200
<
b
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2
0.0 ; ; - , £ o
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A /nm A /nm

Fig. IV.38. A) Espectros de absorcion de los compuestos DCM-NH-Pro-Gly (linea negra) y
DCM-NH: (linea roja), 10 uM, en PBS/DMSO 7/3; (B) Espectros de emisiéon de los compuestos
DCM-NH-Pro-Gly (linea roja) y DCM-NH?: (linea negra), 10 uM, en PBS/DMSO 7/3 obtenidos
mediante excitacion a 440 nm y 480 nm, respectivamente.

El espectro de absorcion del DCM-NH-Pro-Gly muestra un maximo a
442 nm, mientras la emision se caracteriza por presentar un maximo a 550 nm.
El rendimiento cuantico de fluorescencia obtenido (@), utilizando como
referencia Fluoresceina en NaOH 0.1M (con @ = 0.91) es de 0.1 + 0.01 %.

La respuesta de la sonda a la enzima DPP IV se recoge en la figura
IV.39 que muestra los espectros de absorcion y emision de disoluciones de
DCM-NH-Pro-Gly en PBS/DMSO (7/3, v/v), 100 mM, pH= 7.4, cada 30 min
después de la adicion de 10 ug mL-* DPP IV.
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Fig. IV.39. A) Evolucion de los espectros de absorcion de DCM-NH-Pro-Gly (10 uM) con DPP
IV (10 pg mL?) cada 30 min durante 8.5 h a 37 °C. La grafica insertada muestra los valores
maximos de absorbancia a 440 nm (linea negra) y 500 nm (linea azul) frente al tiempo. B)
Evolucién de los espectros de emisiéon de DCM-NH-Pro-Gly (10 uM) con DPP IV (10 ug mL")
observados cada 30 min durante 8.5 h mediante excitacién a 463 nm a 37 °C. La grafica insertada
muestra el aumento de la intensidad de fluorescencia a 662 nm (linea roja) y la disminucion a
550 nm (linea negra) frente al tiempo.

Como se muestra en la figura IV.39A, la sonda presenta una banda de
absorcion con un pico agudo a ~440 nm. Tras la adicion de DPP 1V, la
absorcion se desplaza al rojo, formando una nueva banda con un maximo a
aproximadamente 480 nm, caracteristico del DCM-NHoz, y dando lugar a un
punto isosbéstico a 463 nm. La gréfica insertada de la figura A representa la
evolucion de los valores de absorbancia a las longitudes de onda de interés
(440 y 480 nm) con el tiempo. La determinacion del coeficiente de extincién
molar de la sonda fluorescente DCM-NH-Pro-Gly a A=440 nm se recoge en la
figura IV.40. El ajuste de la absorbancia medida a 440 nm frente a la
concentracion proporciond un valor de e=17 600 + 300 L mol™! cm™.
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Fig. IV.40. A) Espectros de absorcion del compuesto DCM-MH-Pro-Gly a distintas
concentraciones en PBS/DMSO 7/3. B) Calculo del coeficiente de extincion molar de DCM-NH-
Pro-Gly (e =17 600 + 300 L mol™ cm™; R?= 0.99).

Los resultados obtenidos en el cdlculo del coeficiente de extincion
molar indican que, a un tiempo de reaccion muy largo, la absorbancia del
producto de reaccidn cuyo coeficiente de extinciéon molar ya se indico en la
seccion IV.2.1 (e = 37700 L mol-1 cm™) deberia superar la absorbancia de la
sonda (¢ = 17600 L mol! cm); sin embargo, esto no llega a suceder,
probablemente debido al efecto desnaturalizante del DMSO sobre la enzima,
impidiéndose asi la liberacion total del producto.

El espectro de emisiéon de la sonda obtenido tras la excitacion en el
punto isosbéstico (Aex = 463 nm), muestra una banda de fluorescencia poco
intensa (® = 0.1 + 0.01 %) centrada en 550 nm que, tras la adicién de 10 pg
mL* DPP 1V, desaparece gradualmente con el tiempo dando lugar a otra
banda de emisién muy intensa con un maximo a 662 nm, como se muestra en
la Figura IV.39B. La disminucion del maximo de DCM-NH-Pro-Gly (550 nm)
fue aproximadamente 2.5 veces, mientras que el aumento a 662 nm alcanzo
6.8 veces tras 8.5 h de incubacion. La forma de los espectros de emision
registrados después de afiadir la enzima es igual a los obtenidos a partir de
disoluciones de DCM-NH: libre. La grafica insertada en la figura 1V.39B
muestra la variacion de la intensidad de fluorescencia a la longitud de onda
de ambos maximos. En particular, la relacion entre las senales de
fluorescencia a 662 y 550 nm, les2/Isso, aumento6 18 veces tras 8.5 h desde la
adicion de la DPP IV como se observa en la figura IV.41.

Para verificar si la relacion Iee2/Iss0 puede utilizarse como medida para
cuantificar la actividad enzimatica, se realiz6 el mismo experimento anterior
pero a diferentes concentraciones de DPP 1V, registrando la evolucién de la
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fluorescencia cada 30 min durante 8.5 h, permitiendo de esta forma
determinar la actividad enzimatica (320) (321) (322). La representacién de la
relacion Isso/Iss frente a las distintas concentraciones de enzima ensayadas al
tiempo se observa en la figura IV.41.
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Fig.IV.41. Relacién ratiométrica de la sefial de fluorescencia (Iss2/Is50) de DCM-NH-Pro-Gly (10
uM) a diferentes concentraciones de enzima frente al tiempo.

De acuerdo a la teoria de Michaelis-Menten, la velocidad inicial
determinada a partir de la representacion de las medidas ratiométricas a
diferentes concentraciones de enzima frente al tiempo aumenta con la
concentracion de la enzima, como se comprueba en la visualizacién de la
figura IV.42, la cual recoge, por un lado, los valores del ratio en los ocho
primeros minutos de la cinética para las distintas concentraciones de enzima,
y por otro, la representacién grafica de las velocidades iniciales (obtenidas a
través de la pendiente de las representaciones del ratio a lo largo de ese
tiempo) frente a la concentracién de enzima, mostrando una excelente
linealidad (R? = 0.99) en el rango de concentraciones medido (0.5 y 10 pg
mL7).
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Fig. IV.42. A) Relacion ratiométrica de la sefial de fluorescencia (Iss2/Iss0) de DCM-NH-Pro-Gly
(10 pM) a diferentes concentraciones de enzima durante los primeros ocho minutos de la
cinética; B) Velocidades iniciales de las medidas ratiométricas frente a las concentraciones de
enzima.

Para confirmar que la reaccion enzimatica libera el fluoréforo DCM-
NH., se realizd en primer lugar un espectro de masas del colorante (figura
IV.43). Como se puede comprobar el ién molecular [M+H]* 312.14 coincide
con la masa molar del fluoréforo que es de 311.11.
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Fig. IV.43. Espectro de masas del compuesto DCM-NHo:.

Una vez identificado el M*, se incubo el compuesto DCM-NH-Pro-Gly
10 pM con DPP IV 10 pg mL?' y se monitorizo este pico en diferentes
momentos mediante una HPLC-MS (figura IV.44) mostrando un incremento
a lo largo del tiempo (inicial, 30, 60 y 90 min).

EUx 1084
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Fig. IV.44. HPLC-MS de la sonda. La flecha indica el M* = 312.14 a diferentes tiempos de
incubacién con 10 pg mL-* DPP IV.

Al objeto de poder cuantificar la cantidad de DCM-NH: liberado a los
distintos tiempos de incubacién de la sonda con la enzima (figura IV.46), se
realizo previamente una curva de calibrado mediante HPLC-MS a diferentes
concentraciones del colorante (ver figura IV.45).
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Fig. IV 45. Calibraciéon del HPLC-MS con diferentes concentraciones de DCM-NHo>.
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Fig. IV.46. DCM-NH: liberado a diferentes tiempos de incubacién con DPP IV utilizando
[DCM-Pro-Gly] =1 uM y [DPP IV] = 5 ug mL-' en PBS /DMSO, 7/3 v/v.

Los resultados reflejan una meseta aproximadamente a los 300 min, un
valor similar obtenido por espectroscopia de absorcion y emision.

Adicionalmente, y con el fin de comprobar que el aumento de la
fluorescencia es debido a la accion de la DPP IV, se realizd un estudio de
inhibicion utilizando sitagliptina, un inhibidor selectivo de la DPP IV (323)
(324). Los resultados de este andlisis se contemplan en las figuras IV.47 y
IV .48.
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Fig. IV.47. Cinética por espectroscopia de emisiéon de DCM-NH-Pro-Gly (10 pM) con DPP IV
(5 ug mL?) a diferentes concentraciones de sitagliptina durante 2 h; espectros obtenidos
mediante excitacion a 463 nm y a 37 °C.
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Fig. IV .48. Medidas ratiométricas de las sefales de fluorescencia de Iss2 / Isso de DCM-NH-Pro-
Gly alo largo del tiempo con diferentes concentraciones de sitagliptina.
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Como se observa, la incorporacion de sitagliptina ralentiza la
velocidad de reaccion y produce una disminucién en el aumento de la
intensidad de fluorescencia del maximo a 662 nm, lo que es indicativo de la
inhibicion de la accion de la enzima. Por lo tanto, dado que la sitagliptina no
afecta a la emision del DCM-NHo>, la banda fluorescente NIR con maximo a
662 nm debe atribuirse al DCM-NH-: liberado por la escision especifica del
enlace amida debido a la actividad de la DPP IV.

Asimismo, se determind la eficacia de la actividad enzimatica en
funcion del pH y a diferentes temperaturas. Estos resultados se recogen en la
figura IV.49.
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Fig. IV.49. A) Espectros de emision (Aexc = 463 nm) de DCM-NH-Pro-Gly (10 uM) con DPP IV
(5 pg mL7) tras 60 min de incubaciéon a 37 °C a diferentes pHs, y su correspondiente
representacion ratiométrica Iss2/Iss0. B) Espectros de emision (Aexc = 463 nm) de DCM-NH-Pro-
Gly (10 pM) con DPP IV (5 pg mL") tras 60 min de incubacién a diferentes temperaturas y a
pH 7.5, y su correspondiente representacion ratiométrica Ise2/Iss0.
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Los resultados obtenidos revelan que el pH 6ptimo para la mayor
actividad de la enzima esta comprendido entre 7.5 y 8. Con respecto a la
temperatura, la actividad enzimatica Optima se produce en torno a una
temperatura de 37 °C.

Otro aspecto interesante a tener en cuenta al objeto de examinar la
aplicabilidad del compuesto DCM-NH-Pro-Gly en muestras bioldgicas, es la
especificidad del mismo. En la figura IV.50 se compara el aumento de la
relacion de fluorescencia Iss2/Iss0 en presencia de DPP IV cuando la sonda se
incubé durante 80 minutos a 37 °C con diferentes enzimas relacionadas, como
APN, TYR, AChE, PNLIP, DPP VIIL FAP y LAP.

1.5+

1.0

662/1550

0.5+

Ratio I

0.0

DPPIV APN TYR PNLIP AChE DPPVIII FAP LAP

Fig. IV.50. Relaciones ratiométricas de las sefiales de fluorescencia de Iss2/Iss0 obtenidas
mediante excitacion del DCM-NH-Pro-Gly (10 uM) a 463 nm tras 80 min de incubacién en
presencia de diferentes enzimas a la misma concentracién de 5 pg mL a 37 °C.

El aumento evidente de la relacion Iss/Isso cuando el sensor se incubd
en presencia de DPP IV frente a la misma relacion de fluorescencia cuando se
emplearon otras enzimas demuestra inequivocamente la alta especificidad de
la sonda desarrollada en la Tesis Doctoral hacia la acciéon enzimatica de DPP
IV.
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IV.3.2. Parametros cinéticos de la reaccion enzimatica DCM-NH-Pro-
Gly - DPP IV

Para evitar correcciones tediosas, motivados por la diferente
absorbancia de la sonda a medida que transcurre el tiempo, las disoluciones
utilizadas en el célculo de los parametros caracteristicos de la cinética
enzimatica se excitaron a la longitud de onda de 550 nm, en la que
practicamente se excita solo el producto de reaccion DCM-NH:, generando
sefales de fluorescencia proporcionales a la concentracion de éste.

En primer lugar y a fin de determinar la concentracion liberada de
DCM-NH: durante la cinética, se elaboro la Ley de Kavanagh que se muestra

en la figura IV.51.
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Fig. IV.51. Intensidades de fluorescencia medidas a 662 nm de diferentes concentraciones de
DCM-NH: por excitacion a 550 nm. Del ajuste lineal de los datos se obtiene una pendiente de 1
707 £ 27 u.a. uM™ y una ordenada en el origen de 129 + 33 u.a. (R?=0.996).

Seguidamente, se transformd la intensidad de fluorescencia de la
reaccion enzimatica a diferentes concentraciones de sonda con DPP IV 2.5 pg
mL-, que se observa en la figura IV.52, en valores de concentracion de DCM-
NH: liberado a distintos tiempos tal y como se recoge en la figura IV.53.
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Fig. IV.52. Intensidades de fluorescencia a 662 nm de DCM-NH-Pro-Gly a diferentes
concentraciones (1 uM - 15 uM) con DPP IV (2.5 ug mL") a lo largo del tiempo obtenidas por

excitacion a 550 nm.
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Fig. IV.53. Aumento de la concentracion de DCM-NH: con el tiempo, a diferentes
concentraciones de DCM-NH-Pro-Gly (1.00 uM - 15.00 uM) con DPP IV (2.5 pg mL-1).
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Para calcular los parametros cinéticos siguiendo el modelo de
Michaelis-Menten, tras transformar la intensidad de fluorescencia en
concentracion de producto de reaccion, se calcularon las velocidades iniciales
de la reaccion enzimatica a través de las pendientes de las rectas a diferentes

concentraciones iniciales de sustrato. Estos valores se recogen en la figura
IV.54.
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Fig. IV.54. Representacion de la velocidad inicial frente a la concentracion de sustrato de la
reaccion enzimatica del DCM-NH-Pro-Gly con DPP IV (2.5 ug mL™").

El ajuste por regresion lineal basado en la ecuacion de Lineweaver-
Burk (ecuacion II1.2 — seccion 111.3.10.1) proporciond los siguientes valores: Km
=486 +46 UM y Vmax = 0.588 + 0.044 uM min'mg.
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Fig. IV.55. Representacion Lineweaver-Burk de la reaccidon enzimatica entre DPP IV y el
sustrato DCM-NH-Pro-Gly. El ajuste lineal proporciona una pendiente de 331 000 + 6 300 min
y una ordenada en el origen de 680 + 50 min uM-!, (R?=0.998).
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Como resultado, la constante catalitica calculada teniendo en cuenta la
concentracion inicial de enzima, mediante la ecuacion II1.3 (seccion 111.3.10.1)
es ket =5 x 104+ 0.2 x 104 uM min? ug?! mL.

IV.3.3. Aplicaciones biologicas del DCM-NH-Pro-Gly
IV.3.3.1. Deteccion de DPP IV en suero humano

Debido a la gran importancia de la DPP IV como potencial
biomarcador en el diagndstico y tratamiento de tumores, diabetes mellitus
tipo 2 y otras enfermedades graves, asi como en el desarrollo de farmacos
hipoglucemiantes, resulta de interés investigar la aplicabilidad del DCM-NH-
Pro-Gly para la determinacion cuantitativa y precisa de la actividad de la DPP
IV en suero humano.

Para comprobar la actividad de la DPP IV en el suero con la sonda
objeto de estudio, se dispuso de muestras de individuos sanos y con diabetes
mellitus. Debido a la fluorescencia nativa del suero a partir de los fluordforos
endogenos que tiene en disolucidn, se hizo necesario realizar un estudio tanto
de los espectros de excitacion como de emision para encontrar las condiciones
mas favorables para el andlisis de la actividad de la DPP IV en suero.

El espectro de excitacion del suero, en la region visible, con deteccidon
a 580 nm (en la que la sonda y el producto de la reacciéon enzimatica muestran
un punto isoemisivo), consta de dos bandas con maximos a 350 nm y 510 nm,
y con un hombro a 440 nm (figura IV.56).
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Fig. IV.56. Espectro de excitacion del suero con emision a 580 nm.
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Lalongitud de onda de 480 nm, que es donde la sonda DCM-NHztiene
el maximo de absorcidn, esta situada entre los dos picos para la posible
excitacion del suero, por lo que, en los analisis de actividad realizados, la
muestra siempre se ha excitado a 480 nm para obtener la maxima intensidad

de fluorescencia.

En la figura IV.57 se representa el espectro de emision del suero (Aex =
480 nm) en las condiciones experimentales utilizadas, el cual muestra un
maximo de emision sobre los 550 nm, en concordancia con el espectro de
fluorescencia nativo del suero sanguineo de individuos normales.
Normalmente, el suero humano muestra dos bandas de emision en el espectro
visible, una de ellas con un maximo a aproximadamente 460 nm (atribuida a
fluordforos como las riboflavinoproteinas, la vitamina A, la bilirrubina y las
lipoproteinas) y otra en el rango espectral entre 550 y 650 nm, que puede
atribuirse a la presencia de porfirinas endodgenas (325), como la
hematoporfirina y la protoporfirina, que fluorecen en ese rango de longitudes
de onda dependiendo de la polaridad del disolvente (326).
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Fig. IV.57. Espectro de emisién del suero por excitacion a 480 nm.

Por otra parte, la presencia de un cierto porcentaje de DMSO aumenta
la fluorescencia del DCM-NHo, tal y como ya se ha justificado en la seccion
IV.2.1. Pero al mismo tiempo, a medida que aumenta la cantidad de DMSO se
genera una desnaturalizacion creciente de la enzima. A fin de conocer cudl es
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la minima cantidad de DMSO posible en que vehiculizar la sonda en estos
experimentos, se afadio diferente cantidad de DMSO a una disolucion que
contenia los productos de la reaccién enzimatica en suero entre la DPP IV
plasmatica y la sonda después de reaccionar durante 48 h a 37 °C. La siguiente
figura (figura IV.58) muestra que la maxima emision se obtuvo cuando se
anadid entre un 15 % y un 20 % de DMSO, mientras que la adicion de un 30
%, utilizada normalmente en los estudios en disolucion, provoco una pérdida
de la sefal fluorescente y la precipitacion de algunos componentes del suero.
En consecuencia, para reducir la posible desnaturalizacion de la DPP IV y
lograr la maxima sensibilidad posible, se empled un porcentaje de DMSO
igual al 15 % en los siguientes experimentos.

8000 Tempolh
—_—24
—_— 48
6000 - 48+10% DMSO
48+15% DMSO
48+20% DMSO
48+30% DMSO
4000

Intensidad de fluorescencia / u.a.

—

550 600 650 700 750 800

A /nm

Fig. IV.58. Comparacion de los espectros de emisién obtenidos mediante excitacion a 480 nm
de la cinética en diferentes condiciones de tiempo de incubacion 0, 24, 48 h, y 48 h con diferentes
concentraciones de DMSO.

Ademas de estas caracteristicas espectrales, es conocido el fuerte efecto
de fotoblanqueamiento en las porfirinas cuando se irradian con haz de luz de
potencia luminica no demasiado elevadas (327). Este hecho se ha observado
en los experimentos en los que se registraron los espectros solamente del
suero durante el mismo tiempo que el empleado en los experimentos en que
se siguid la cinética enzimatica en suero realizados al objeto de estudiar cémo
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afecta la viscosidad, la polaridad y la presencia de la gran cantidad de solutos
que se encuentran dispersos en un medio bioldgico de estas caracteristicas.

Intensidad de fluorescencia / u.a.

500 550 600 650 700 750
A /nm

Fig. IV.59. Espectros de emisidn (Aexc = 480 nm) del suero/DMSO 85/15, v/v, cada hora,
durante un tiempo total de 24 h.

La figura IV.59 muestra el considerable efecto de aproximadamente un
50 % de fotoblanqueamiento en la banda de fluorescencia sobre los 550 nm
del suero después de 24 h registrando los espectros cada hora. Por lo tanto,
para minimizar el error que esta influencia provocaria en los resultados
cuantitativos, en los experimentos de la cinética de la reaccién enzimatica, las
muestras de los sujetos sanos se dividieron en dos alicuotas. A una de ellas se
le anadio la sonda, DPP IV y DMSO hasta el 15 %. La otra alicuota estaba
compuesta inicamente por suero a la misma dilucién y DMSO al 15 %. Los
espectros de emision (excitados a 480 nm) de las dos alicuotas se registraron
cada hora durante 24 h. En la figura IV.60 se representan los espectros de la
alicuota con la sonda.
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Fig. IV.60. Espectros de emisidn (Aexc = 480 nm) de DCM-NH-Pro-Gly 10 uM con DPP IV 10 pg
mL! en suero/DMSO 85/15, v/v, cada hora, durante 24 h.

Con el fin de eliminar en la banda de 550 nm la influencia del
fotoblanqueamiento del suero, los espectros correspondientes al suero/DMSO
se restaron, a cada tiempo de reaccion, de los recogidos de la disolucion de
DCM-NH-Pro-Gly 10 uM y DPP IV 10 pg mL?! en suero/DMSO. Como se
observa en la figura IV.61, el cédlculo realizado muestra una banda de
fluorescencia con un maximo a aproximadamente 635 nm y una forma similar
a la del DCM-NH: aunque ligeramente desplazada hacia el azul,
probablemente debido a la menor polaridad del suero.
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Fig. IV.61. Resultado de restar a los espectros de la figura 59, los espectros de la figura 58. La
figura incluye sdlo los resultados cada 4 h para permitir una visualizacién mas clara.
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Del mismo modo, se realizaron una serie de experimentos similares a

los descritos con suero de sujetos sanos sin afiadir enzima externa, asi como

de pacientes diabéticos, ya que la DPP IV se encuentra sobreexpresada en el

suero de pacientes afectados por diabetes mellitus. Los espectros recogidos

correspondientes a ambas muestras de suero sanguineo adicionados con la

sonda se representan en las figuras IV.62 y IV.63, respectivamente.
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Fig. IV.62. Espectros de emision (Aexc = 480 nm) de DCM-NH-Pro-Gly 10 uM en suero/DMSO
85/15, v/v, cada hora, durante 24 h. La grafica insertada muestra los valores de emisién a las A

de 635 nm (linea roja) y 540 nm (linea verde) en esos tiempos.
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Fig. IV.63. Espectros de emision (Aexc

550

600 650

A /nm

700 750 800

= 480 nm) de DCM-NH-Pro-Gly 10 uM en suero de
individuo diabético/DMSO 85/15, v/v, cada hora, durante 24 h. La gréfica insertada muestra los

valores de emision a las A de 635 nm (linea roja) y 540 nm (linea verde) en esos tiempos.
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En ambos experimentos, tanto en los realizados en suero de sujetos
sanos como en suero de pacientes diabéticos, aparece una nueva banda de
emision con un maximo a aproximadamente 635 nm, igual que el mostrado
en la figura IV.61 en la que ademas de la sonda se adicion6 DPP IV. Es
interesante destacar que resulta de interés la ratio Isss/Is«0 derivada de los
espectros de emision medidos en las mismas condiciones de sujetos sanos y
pacientes diabéticos. Se muestra un incremento significativo de la intensidad
a 635 nm en el caso del suero de los individuos diabéticos, debido a la mayor
presencia de DPP IV. El ligero aumento de la intensidad de fluorescencia a la
misma longitud de onda en el suero de los sujetos sanos demuestra que la
sonda desarrollada es una herramienta til como sensor para el analisis de
trazas de DPP IV en el suero humano.

D Plasma individuo sano
- Plasma paciente diabético
0.0 _?_,_u A
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Fig. IV.64. Medidas ratiométricas normalizadas en el tiempo de las sefiales de
fluorescencia de less/Is40 de DCM-NH-Pro-Gly en sueros de sujetos diabéticos y sanos.

De la discusion anterior, se deduce que el principal inconveniente para
medir la actividad de la DPP IV en el suero por medio de la fluorescencia en
estado estacionario es la fuerte autofluorescencia del suero que aparece
aproximadamente a 540 nm y su fotoblanqueamiento con el tiempo de
irradiacién, lo que hace imposible realizar medidas ratiométricas
cuantitativas fiables entre la sefial de fluorescencia a 635 nm y 540 nm.

Como se ha comentado, los componentes del suero emiten
fluorescencia en el rango comprendido entre 550 y 650 coincidiendo
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justamente con el intervalo de interés para la deteccion de la actividad
enzimatica de DPP IV con el sensor fluorescente disefiado. Para eliminar la
autofluorescencia procedente del suero, se considerd utilizar la excitacion de
la sonda mediante dos fotones. En primer lugar, se comprob¢ la longitud de
onda de excitacion 6ptima para conseguir la maxima sefial en los canales de
deteccion rojo y verde. Para ello, se registraron las sefiales fluorescentes de
DCM-NH2 y DCM-NH-Pro-Gly a diferentes longitudes de onda de excitacion
entre 720 y 1000 nm y recogiendo la emision en el intervalo comprendido
entre 650 y 720 para el compuesto DCM-NH:y 520 a 538 para la sonda. Como
laintensidad depende de la potencia de la excitacion, las sefiales se calcularon
mediante una normalizaciéon en funcion de dicha potencia de la fuente de
excitacion medida. La sefial mas alta de ambos compuestos se obtuvo a 800
nm (figura IV.65) y, por tanto, se selecciono esta longitud de onda en todos
los experimentos realizados por TPM.
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Fig. IV.65. Espectros de excitacion por dos fotones de DCM-NH: (cuadrado en rojo) y DCM-
NH-Pro-Gly (circulos en azul) medidos en PBS/DMSO 7/3 v/v. Emisién recogida a 650-720 nm
(para DCM-NH?2) y 502-538 nm (para DCM-NH-Pro-Gly), y excitacion entre 720 y 1000 nm,
medida cada 20 nm. Las intensidades fueron calculadas por normalizacion de la potencia de la
fuente de excitacion. Las barras representan el error estandar (SE) de tres réplicas.

Una vez escogida 800 nm como la longitud de onda de excitacién mas
adecuada para excitar el suero, se midieron las intensidades de fluorescencia
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en los canales de deteccidon verde y rojo con un laser de esta longitud de onda
y con otro de 488 nm, que es el laser del que se dispone en el laboratorio de
longitud de onda mas préoxima a 480 nm utilizada en los experimentos
realizados por espectroscopia de fluorescencia monofoténica en estado
estacionario. El resultado obtenido se puede observar en la figura IV.66.
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Fig. IV.66. Valores de intensidad fluorescencia de la muestra de suero sanguineo medida en los
canales verde y rojo, asi como la ratio rojo/verde utilizando longitudes de onda de excitacion
de 488 y 800 nm. Los bigotes representan el SE.

Como se puede observar claramente, el uso de la excitacion con dos
fotones reduce notablemente la autofluorescencia del suero en ambos canales
de deteccion, ya que la fluorescencia medida, cuando se utilizé 800 nm como
longitud de onda de excitacion, es practicamente insignificante. Este hecho
probablemente sea debido a la muy baja seccion transversal de absorcién de
dos fotones de los componentes fluorescentes del suero.

Una vez demostrado que la excitacién a 800 nm elimina practicamente
la autofluorescencia del suero, se anadid el colorante DCM-NH: a otra
muestra de suero y se recogié de nuevo la emision de fluorescencia en ambos
canales. En el rojo, para cuantificar la emision del producto de la reaccion, el
DCM-NHz, y en el verde para la emision procedente principalmente del
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DCM-NH: y del suero. De nuevo se calcularon los valores del cociente de
ambos canales. Estos resultados se recogen en la figura IV.67.

Suero
60 +
] DCM-NH
50 2
40 4 r
A
30 I 500 nm
20 |

10 4

I
0.8 1
0.6 1
0.4 1
0.2 4
0.0 T T

Verde Rojo Ratio

Valor / u.a.

Fig. IV.67. Valores de intensidad medida en los canales verde y rojo y la ratio rojo/verde
utilizando las longitudes de onda de excitaciéon de 488 y 800 nm de la muestra de suero
sanguineo con DCM-NHoa. Los bigotes representan el SE.

Como se observa, la adicion del producto DCM-NH: al suero resulta
en un aumento considerable en el valor del ratio, en comparacion con el valor
obtenido en la figura IV.66. Concretamente, el valor se incrementd ~47 veces.

Del mismo modo, se realizaron experimentos en los que se anadio la
sonda DCM-NH-Pro-Gly al suero (figura IV.68), obteniendo la respuesta
esperada correspondiente a la sonda practicamente sin reaccionar (t ~ 0 min),
es decir, menor intensidad de fluorescencia roja, mayor verde y, por tanto,
menor relacion de la ratio R:V que la correspondiente al DCM-NH>, mostrada
en la figura IV.68.
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Fig. IV.68. Valores de intensidad de los canales verde y rojo y valores de ratio rojo/verde de la
muestra de suero sanguineo con DCM-NH-Pro-Gly, utilizando las longitudes de onda de
excitacion de 488 y 800 nm. Los bigotes representan el SE.

Por ultimo, se midid la intensidad de fluorescencia tras la excitacién
por dos fotones de una muestra de suero a la que se adicion6 la sonda y la
enzima DPP IV, dejandola reaccionar durante 24 h. En la figura IV.69 se
muestran algunas imagenes representativas de la ratio rojo/verde, a diferentes
tiempos.

Fig. IV.69. Mapas representativos de la ratio R:V del suero sanguineo humano sano con DCM-
NH-Pro-Gly con DPP IV (10 ug mL) a diferentes tiempos de reaccion (Aex = 800 nm).
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En esta figura, es posible visualizar las diferencias de color en las
imagenes a diferentes tiempos de reaccion, donde el cambio de color es
causado por la progresiva escision de DCM-NH-Pro-Gly generandose el
colorante DCM-NHo.

La velocidad de aparicion de los productos de la reaccion enzimatica
entre la DPP IV y un determinado sustrato se ha utilizado para calcular la
actividad de la DPP IV en el suero de pacientes con diabetes (199) (104).

Los resultados de la medida de la muestra a diferentes tiempos se
representan en la figura IV.70, donde se comprueba que la relacion R:V
aumenta gradualmente de forma lineal (R? = 0.99), lo que ha permitido el
calculo de la velocidad de reaccidn, expresada como la relacion R:V frente al
tiempo.
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Fig. IV.70. Valores medios de la ratio R:V del suero sanguineo de las imagenes de la sonda
DCM-NH-Pro-Gly registradas a diferentes tiempos de reacciéon (Aex = 800 nm). Los bigotes
representan el SE.

La eficacia de la metodologia desarrollada con la sonda DCM-NH-Pro-
Gly abre una puerta a su futuro uso en la deteccién in situ de DPP 1V,
permitiendo el diagndstico de enfermedades en las que la enzima esta
sobreexpresada en la sangre. Por supuesto, la metodologia propuesta debe ser
optimizada al objeto de proporcionar la cuantificacion de la actividad de la
enzima. En la actualidad, se estan disenando los experimentos necesarios para
ello.
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IV.3.3.2. Imagenes de fluorescencia de DPP IV en células tumorales

Una de las principales ventajas de las sondas opticas es la posibilidad
de detectarlas en tiempo real, in vivo e in situ. Esta caracteristica las hace muy
atractivas para su uso en muestras bioldgicas. Para probar la eficacia del
DCM-NH-Pro-Gly como sensor intracelular de DPP 1V, se seleccion¢ la linea
celular Caco-2 como cultivo celular de interés. Las células Caco-2 proceden de
un adenocarcinoma colorrectal humano, una enfermedad de la que se conoce
que tiene una mayor actividad de DPP IV (99, 328).

Antes de hacer el estudio de la sonda desarrollada en células, se hizo
un ensayo de viabilidad celular MTT en esta linea celular, siguiendo el
procedimiento descrito en la seccion II1.3.9.6. Los resultados se pueden
observar en la figura IV.71.

- Control

[ DCM-NH-Pro-Gly 2.5 uM (0.5 % DMSO)

[C—Jomso05%
DCM-NH-Pro-Gly 5 uM (1 % DMSO)
DMSO 1%

B DCM-NH-Pro-Gly 10 uM (2 % DMSO)

I oMso 2%

0.4 -

Absorbancia
o
N
1

0.0-
15 30 60

Tiempo / min

Fig. IV.71. Ensayo de proliferacién de células Caco-2. Histogramas a lo largo del tiempo
utilizando diferentes concentraciones de DCM-NH-Pro-Gly (2.5, 5y 10 uM, correspondientes
a un porcentaje de DMSO igual a 0.5, 1 y 2 %, respectivamente) y DMSO en los mismos
porcentajes (0.5, 1y 2 %) y con un control. Los datos se representan como absorbancia a 570 nm
y se muestran como media + SE.

Como se puede observar no hay diferencias significativas en los
valores de absorbancia (traducidos en actividad metabolica celular) cuando
se emplea la sonda a distintas concentraciones (lo que implica un diferente
porcentaje de DMSQO), respecto a las células incubadas con DMSO en ese
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mismo porcentaje, e incluso con aquellas que no fueron incubadas con DMSO
y que se han utilizado como controles. Tampoco se aprecia que haya una
menor viabilidad celular a medida que aumenta el tiempo de incubacion. Por
tanto, a partir de los resultados obtenidos, se concluye que el compuesto
DCM-NH-Pro-Gly no resulta tdxico en las células Caco-2.

Tras la adicién de DCM-NH-Pro-Gly al medio extracelular, la sonda
penetra en el interior de las células de forma rapida y espontanea, al igual que
otras sondas quimicas similares descritas en la literatura (9, 329).

En cuanto se adiciond la sonda, y a medida que transcurria el tiempo,
se observo un aumento de la emision registrada en el canal rojo, mientras que
el canal verde registro una muy ligera disminucién. En consecuencia, las

imagenes de la relacion R:V mostraron un aumento evidente (figura IV.72).
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Fig. IV.72. Imagenes de una muestra representativa de la linea celular Caco-2 viva incubada
con DCM-NH-Pro-Gly (2.5 pM) registradas en los canales rojo (izquierda, Aex =450 nm, Aem =
648-722 nm) y verde (centro, Aex = 450 nm, Aem = 533-557 nm) en seis momentos diferentes.
Imagenes de la relacion R:V (derecha) obtenidas en el mismo tiempo. La barra de escala
representa 10 um.
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En la figura IV.73, se representan los valores medios de la relacion R:V
con respecto al tiempo.
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Fig. IV.73. Representacion de los valores medios de la relacién R:V de cinco experimentos
independientes. Las barras de error representan el SE.

Como se esperaba, la cinética mostro un buen patrén del aumento del
ratio, util para realizar un adecuado andlisis cuantitativo de la actividad
enzimatica. La representacion de estos datos en una escala doble logaritmica
(figura IV.74) se ajusta mediante una linea recta, por lo que la evidencia indica
que la relacion R:V surge sdlo de la escision de la sonda y no de la entrada
lenta de ésta en las células, lo que confirma la hipodtesis de la rapida
penetracion intracelular de la sonda.
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Fig. IV.74. Representacion doble logaritmica de los datos de la figura IV.73. Las barras de error
representan el SE. La linea roja es un ajuste lineal con un R?=0.99.
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La buena permeabilidad de la membrana celular también se puede
confirmar con el cdlculo de los valores de CLogP, el coeficiente entre el n-
octanol y el agua, una medida bien establecida de la hidrofilia del compuesto.
Los valores obtenidos de acuerdo al procedimiento descrito en la seccion
II1.3.9.6 fueron 2.615 y 2.877 para DCM-NH-Pro-Gly y DCM-NH,
respectivamente. Estos datos estan dentro del rango de la regla de Lipinski
para sustancias con buena permeabilidad celular (- 0,5 < LogP < 5)(330).

Por ultimo, para confirmar que la actividad de la DPP IV es
responsable de la generacion de la fluorescencia roja, se midio la cinética de
la relacion R:V durante 30 min en células Caco-2 con la sonda, en presencia y
ausencia de sitagliptina. La figura IV.75 muestra las iméagenes de la relacion
R:V de una muestra representativa. Comparando con la escala de color
seleccionada, se observa una mas baja transicion hacia los valores mas altos

de ésta en el cultivo celular con sitagliptina.

Tiempo 0 min Tiempo 5 min Tiempo 15 min Tiempo 30 min

> ":’,2"'(- 3

DCM-NH-Pro-Gly

Ratio R:V

DCM-NH-Pro-Gly
+Sitagliptina

0

Fig. IV.75. Imagenes de la ratio R:V de la linea celular Caco-2 viva después de anadir DCM Pro-
Gly (5 uM) sin (panel superior) y con (panel inferior) el inhibidor de DPP IV sitagliptina (50
uM). La barra de escala representa 10 pm.

En la figura IV.76 se representa el aumento de la relacion R:V con

respecto al tiempo.
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Fig. IV.76. Representacion de los valores de ratio R:V a partir de imagenes de microscopia sin
(circulos) y con (cuadrados) sitagliptina.

La adicién del inhibidor produce una velocidad de reaccion mas lenta,
como puede observarse por la pendiente inicial de ambas curvas, y la
produccion de una menor cantidad del producto de la reaccion, DCM-NHo,

tal y como se observa en el valor final de meseta alcanzado en ambos casos.

Como ya se comentd en el apartado IV.2.3. sobre las aplicaciones
bioldgicas del sensor DCM-NH-Ala, el DCM-NH: es un fluoréforo que puede
utilizarse en la obtencion de imdagenes de bacterias, no sélo mediante la
excitacion por dos fotones, sino también por microscopia de superresolucion
(STED). Con respecto a la superresolucion, se comprob6 su capacidad de uso
en células eucariotas tumorales. En la figura IV.77, se hace un andlisis
comparativo de la resolucidon de las imagenes adquiridas con microscopia
confocal y de superresolucion. Asi, ademas de las imagenes obtenidas, se
muestran los perfiles de intensidad de fluorescencia frente a la distancia
trazada en las imagenes.
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Fig.IV.77. Imagenes obtenidas de células Caco-2 vivas mediante microscopia confocal y STED.
La imagen de la izquierda es una vision general de las células y el cuadrado indica la zona
donde se midi6é con el confocal/STED. La barra de escala representa 5 um. En el centro, se
presenta las imagenes obtenidas mediante microscopia confocal/STED. La barra de escala en
estas imagenes representa 0.5 um. A la derecha, se representa el perfil del trazado (el negro
corresponde a las imagenes confocales y el rojo a las imagenes STED) para la linea marcada en

las imagenes del centro de la figura.
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Los resultados muestran una leve mejora en la resolucion espacial
utilizando la microscopia STED con respecto a las imagenes confocales (ver
figura IV.77). A pesar de la buena resolucion lograda con la microscopia
confocal debido a la excelente respuesta fluorescente del fluoréforo en las
células, la conseguida con la microscopia de superresolucion es sodlo
ligeramente superior. Ademas, en comparacion con lo que ocurre en bacterias,
la acumulacion en determinados sitios de las células es menor que en éstas,
produciendo una intensidad suficiente e impidiéndose la obtencion de
imagenes STED similares a las obtenidas en bacterias con la sonda DCM-NH-
Ala.

En relacién a la capacidad del fluoréforo para utilizarlo en microscopia
con excitacion bifotdnica se recogieron también imagenes de células Caco-2
vivas a la longitud de onda de excitacion de 800 nm, tal y como se observa en
la figura IV.78.

Fig. IV.78. Imagenes obtenidas de células Caco-2 vivas mediante excitacion con dos fotones de
800 nm. La barra de escala representa 5 pm.

Por otro lado, en la figura IV.79 se representan las imagenes FLIM de las
mismas células Caco- 2 anteriormente representadas.
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Fig. IV.79. Imagenes FLIM de la figura IV.78.
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La figura IV.79 reveld que en las células Caco-2 el colorante tiene un
tiempo de vida por encima de 1.2 ns en la periferia celular, compatible con su
presencia en la membrana citoplasmatica, una de las estructuras celulares de
mayor lipofilia. Sin embargo, el aumento de la polaridad en otras estructuras
citoplasmaticas provocan una desexcitacion mas rapida que se corresponde
con un tiempo de vida de fluorescencia menor (alrededor de 0.9 ns). El tiempo
de vida de fluorescencia del DCM-NH: ya fue estudiado previamente en
diferentes disolventes, y aunque los cambios en el tiempo de vida de
fluorescencia pueden estar motivados por la diferencia en la polaridad que
rodea el lugar donde esta presente el colorante, se deben realizar mas
experimentos para determinar si existen causas adicionales que justifiquen la
disminucion del tiempo de vida.

Ademas, todas las imagenes obtenidas por las distintas técnicas de
microscopia de fluorescencia utilizadas muestran el tipico patrén de
acumulacién de DCM-NH: en las células, principalmente en los lisosomas, tal
y como se describe en la literatura (331).

El patron de acumulacion, asi como la diferencia en el tiempo de vida
de fluorescencia del DCM-NH: en las diferentes estructuras, son
comportamientos prometedores para realizar estudios mdas profundos
mediante FLIM de aislamiento de organulos y de la lipofilia celular interna.

Por lo tanto, los experimentos in cellulo, confirman la aplicabilidad de
esta sonda como sensor intracelular de la actividad de DPP IV. Estos
resultados, que combinan la capacidad de excitacién por dos fotones y la
emision NIR del DCM-NHz, son caracteristicas prometedoras para seguir
investigando en sus aplicaciones bioldgicas.

IV.3.3.3. Imagen de DPP IV en tejidos tumorales

La imagen en los tejidos puede resultar de gran utilidad en multiples
aspectos, incluyendo aplicaciones médicas como el diagndstico o la cirugia.
Por esta razon, se examino también la capacidad del sensor DCM-NH-Pro-
Gly para detectar la actividad de la DPP IV en tejidos. Para ello, se
seleccionaron tumores BxPC-3, en los que estd sobreexpresada esta enzima.
Como paso previo al ensayo bioldgico del compuesto en estos tejidos, y al
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igual que con las células Caco-2, se hizo un ensayo de viabilidad celular MTT

en esta linea celular (BxPC-3). Los resultados se pueden observar en la figura
IV.80.

-Control

] DoCcM-NH-Pro-Gly 2.5 uM (0.5 % DMSO)

[—Jomsoos5%

B DCM-NH-Pro-Gly 5 uM (1 % DMSO)

ERoMso 1%

[ DCM-NH-Pro-Gly 10 uM (2 % DMSO)

Il oMiso 2 %

0.4 4

0.2 4

Absorbancia

0.0

15 30 60

Tiempo / min

Fig. IV.80. Ensayo de proliferaciéon de células BxPC-3. Histogramas a lo largo del tiempo
utilizando diferentes concentraciones de DCM-NH-Pro-Gly (2.5, 5y 10 uM, correspondientes
a un porcentaje de DMSO igual a 0.5, 1 y 2 %, respectivamente) y DMSO en los mismos
porcentajes (0.5, 1 y 2 %). Los valores estadisticamente significativos se representan con “p
<0.01; 'p < 0.05 (comparando DMSO frente a control), *p < 0.05 (comparando DCM-NH-Pro-
Gly frente a control), *p < 0.05 (comparando DMSO frente a DCM-NH-Pro-Gly), mediante la
prueba T-Student. Los datos se representan como absorbancia a 570 nm y se muestran como
media + SE.

Del andlisis de los datos obtenidos, se deduce que la toxicidad minima
se debe al DMSO necesario para la solubilidad del DCM-NH-Pro-Gly, y no a
la estructura quimica de este sensor en si.

Una vez realizado el ensayo, MTT, y al objeto de comprobar la
deteccidn del colorante liberado en la reaccion enzimatica en los tejidos, se
incubaron éstos en PBS con una disoluciéon solo de DCM-NH: durante 24 h.
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Tras este periodo, se lavd con PBS y se recogieron imagenes utilizando 800 nm

como longitud de onda de excitacion (figura IV.81).

Control DCM-NH,
ontro Tiempo = 24h

Intensidad / u.a.

o

Fig. IV.81. Imagenes representativas medidas en el canal rojo de tumores BxPC3 incubados con
DCM-NH: (10 uM) durante 24 h, obtenidas mediante microscopia con excitacion bifoténica a
800 nm (Aem= 650-720 nm). La barra de escala representa 10 pum.

Los datos muestran un fuerte incremento de la fluorescencia con
respecto al control, que presenta una emision NIR casi insignificante, lo que
demuestra que se puede detectar la emision del DCM-NHo..

Seguidamente se incubd este tipo de tejidos con la sonda DCM-NH-
Pro-Gly, y se midid la emision verde y NIR justo después de 1, 2 y 6 h de
incubacioén (figura IV.82).

Autofluorescencia Tiempo=1h  Tiempo=2h  Tiempo=6h

Fig. IV.82. Imagenes representativas de intensidad de los canales rojo (Aem = 650-720 nm) y
verde (Aem = 502-538 nm) tras la adicion de DCM-NH-Pro-Gly (10 uM) al tejido procedente del
tumor BxPC-3 obtenidas mediante microscopia de dos fotones con excitacién a 800 nm. La barra

Canal rojo

Canal verde

Intensidad / u.a.

®
o EEE 00 X O EEE—E

Intensidad / u.a.

de escala representa 10 pum.
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De la observacion de las imagenes, se comprueba una
autofluorescencia insignificante y que la sonda al tiempo inicial (1 h) muestra
una emision verde y NIR con una intensidad similar. Tras 2 h de incubacion,
se registra un aumento de la emision NIR aunque el canal verde se mantiene
con una fluorescencia similar. Este comportamiento contintia tras 6 h de
incubacion. Dicho aumento se corresponde con la escisidon de la sonda DCM-
NH-Pro-Gly debido a la presencia de actividad DPP IV en el tejido, liberando
el compuesto DCM-NHo.

Por altimo, se representaron en la figura IV.83 las imagenes de la ratio
R:V alos diferentes tiempos de incubacion correspondientes a la figura IV.82.

Autofluorescencia Tiempo=1h  Tiempo=2h  Tiempo=6h

1.5
> >
~ 24
° 2
i K
a4
0.5

Fig. IV.83. Imagenes ratiométricas R:V tras la adicion de DCM-NH-Pro-Gly (10 uM) al tejido
tumoral BxPC-3 obtenidas mediante microscopia de dos fotones con excitacion a 800 nm. La
barra de escala representa 10 um.

Como se muestra en la figura IV.83, y como era de esperar, las
imagenes mostraron un aumento en la relacion a lolargo del tiempo. La figura
IV.84 representa los cambios en los valores de la ratio en estos tres tiempos de
incubacion. Asi, en un periodo de 6 h, se observé un aumento de la relacién
de ratio R:V de ~1.0 a ~1.8.

~ 197~



RESULTADOS&DISCUSION

25 -
L
L 2
=~ 20 - *
%
g =
* -0
1.0 | C;ﬁ
R 4
1h 2h 6h

Fig. IV.84. Representacion de los valores de ratio R:V de las imagenes. Los recuadros
representan los percentiles 25, 50 y 75. Los bigotes representan el SE.

Por lo tanto, los resultados obtenidos confirman el uso exitoso de
DCM-NH-Pro-Gly para detectar la actividad de DPP IV en tejidos ex vivo.

IV.3.3.4. Imagen in vivo de DPP IV en pez cebra

Recientemente, Liu et al. han reportado la actividad de la DPP IV en
embriones y larvas de pez cebra (104). Sin embargo, en este estudio, la
actividad de la DPP IV se determind sélo cualitativamente. En esta Tesis
Doctoral se ha ido mas alld, y se ha completado con un estudio cuantitativo
de las diferencias en la actividad DPP IV durante 1, 3, 5 y 7 dias post-
fecundacion (dpf) en embriones y larvas de pez cebra. Para ello, en primer
lugar y como control se incubaron las larvas y embriones con DMSO. El
resultado se puede observar en la figura IV.85.
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1 dpf g“
3 dpf %__ == ‘:;'_:--——-
5 dpf -«

7 dpf

Fig. IV.85. Embriones y larvas de pez cebra vivos incubados con 5 uM de DMSO a diferentes
dias post-fecundacion (dpf); las imagenes de fluorescencia roja (izquierda), campo claro
(centro) y fusion (derecha) se toman con un microscopio estereoscdpico. Barras de escala: 1 dpf:
250 um, 3-7 dpf: 500 pm.

Seguidamente, se incubaron las larvas y los embriones con la sonda
DCM-NH-Pro-Gly en las mismas condiciones. Las imagenes registradas se

pueden contemplar en la figura IV.86.

1 dpf

3 dpf

5 dpf

7 dpf

Fig. 86. A) Embriones y larvas de pez cebra vivos incubados con 5 pM de DCM-NH-Pro-Gly
en diferentes dpf. Se muestran imagenes de fluorescencia roja (izquierda), campo claro (centro)
y fusién (derecha) medidas con el microscopio estereoscopico. Barras de escala: 1 dpf: 250 pum,
3-7 dpf: 500 pm. B) Detalle (cabeza con sistema nervioso central) de una larva viva de pez cebra
a los 5 dpf. Barra de escala: 200 um.
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Mientras que los embriones y larvas de control del pez cebra
incubados con DMSO mostraron muy poca autofluorescencia roja en el saco
vitelino y el ojo (ver figura IV.85), todos los estadios del pez cebra incubados
con la sonda metabolizaron el sustrato verde original a un derivado
fuertemente fluorescente NIR tanto en el saco vitelino como en los tejidos
embrionarios.

Los embriones de pez cebra a 1 dpf mostraron fluorescencia roja
principalmente en el saco vitelino (figura IV.86A fila superior), lo que indica
una alta actividad de DPP IV y/o una alta permeabilidad de la membrana
vitelina para la sonda. Las larvas de pez cebra a los 3 dpf mostraron
fluorescencia roja en el saco vitelino y comienzan a mostrar una acumulacion
de metabolitos fluorescentes rojos en otros tejidos larvales (figura IV.86A,
segunda fila). En etapas medidas de desarrollo mas avanzadas (5 y 7 dpf), se
generd mas derivado fluorescente rojo en los peces (figura IV.86A, tercera y
cuarta filas), lo que indica un aumento de los niveles de actividad de DPP IV
con la etapa de maduracion. Los tejidos larvales mas afectados son el sistema
nervioso central (SNC), especialmente el mesencéfalo, el rombencéfalo y la
meédula espinal, el ojo y los 6rganos internos, como la garganta y el tracto
digestivo. Por el contrario, la piel y los muisculos no mostraron fuertes sefiales
de fluorescencia roja (figuras IV.86A y IV.86B). Por lo tanto, se predice que la
DPP IV es activa en el saco vitelino a partir de los estadios embrionarios del
pez cebra, mientras que, en los estadios larvarios, la enzima es posiblemente
mas activa en el saco vitelino, los 6rganos internos y el SNC.

Ademas, se realizéd un control adecuado con sitagliptina, como
inhibidor de la DPP IV. Para ello, se utiliz6 un pez cebra de 5 dpf preincubado
con el inhibidor, y luego incubado con la misma concentracion de sustrato y
durante el mismo tiempo. La figura IV.87 revela los resultados adquiridos.

5 dpf
+
sitagliptina

Fig. IV.87. Larva de pez cebra de 5 dpf preincubada durante 3 h con 250 uM de sitagliptina e
incubada con 5 uM de DCM-NH-Pro-Gly durante 2 h. Barra de escala: 500 pm.
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En comparacién con las imagenes obtenidas con el pez cebra de 5 dpf
que no fue inhibido antes de la adicion del sustrato (ver figura 86A, tercera
fila), el pez muestra una fluorescencia roja fuertemente reducida. Se concluye
finalmente y sin ambigiiedad alguna que la fluorescencia roja es debida al
producto generado tras la accion de la enzima.

Ademas de describir cualitativamente la acumulacion de DCM-NH2
liberado en los diferentes tejidos del pez cebra, se cuantifico la intensidad
procedente de la emisién NIR del compuesto a partir de las imagenes
recuperadas con el microscopio estereoscopico a diferentes dpf. Los
resultados se recogen en la figura IV.88.
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Fig. IV.88. Valores de intensidad de la emisién NIR del pez cebra en diferentes dpf, incubado
con 5 uM DCM-NH-Pro-Gly en presencia o ausencia del inhibidor sitagliptina. Los recuadros
representan los percentiles 25, 50 y 75. Los bigotes representan el SE.

A partir de los mismos se pone de manifiesto una actividad similar
(con diferencias insignificantes) a 1 y 3 dpf, aunque se aprecia un ligero
incremento de la emisién roja en el 3 dpf con respecto al 1 dpf, lo que podria
indicar un pequeno incremento de la actividad DPP IV.
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La mayor diferencia en la emision roja aparece durante 5 y 7 dpf. El
analisis mostré un aumento significativo de la actividad DPP IV con respecto
a las etapas anteriores. El estadio de 5 dpf evidencia un considerable
incremento en la intensidad de la emision NIR con respecto a 3 dpf, aunque
el mayor valor de intensidad se alcanzé a los 7 dpf. Los resultados son
compatibles con un aumento de la actividad DPP IV en las larvas de 5 dpf con
una actividad enzimatica maxima en las larvas de 7 dpf.

Por otro lado, el pez cebra inhibido de 5 dpf muestra una intensidad
NIR roja menor que el del mismo estadio sin inhibidor.

El mismo patrén de acumulacion de metabolitos rojos se observo
también mediante medidas de microscopia confocal. Asi, la figura IV.89
muestra las imagenes del pez cebra obtenidas a través de la composicion
(mosaico) de diferentes campos unidos utilizando la herramienta "Pairwise
stitching" del plugin Fiji Is Just Image].
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Fig. IV.89. Embriones y larvas de pez cebra vivos incubados con 5 uM de DCM-NH-Pro-Gly
(A) y con 5 uM DMSO (B) en diferentes dpf; imagenes de fluorescencia roja (izquierda), campo
claro (centro) y fusién (derecha) obtenidas por microscopia confocal. Para el canal rojo, se
muestran las proyecciones maximas de las planos z (distancia-z 5 um) de la sefial fluorescente
de los embriones y larvas del pez cebra. Barras de escala: 1 dpf: 250 um, 3-7 dpf: 500 um, detalle
3 dpf: 200 pum.

~203~



RESULTADOS&DISCUSION

IV.4. Caracterizacion y aplicaciones bioldgicas del compuesto
DCM-HBU

IV.4.1. Caracterizacion fotofisica del sensor y de la reaccion
enzimatica

En primer lugar, se obtuvieron los espectros de absorcion y emision
del DCM-NH: y DCM-HBU en la disolucién PBS/DMSO (7/3 v/v), 50 mM,
pH =7.4. Los espectros normalizados se muestran en la figura IV.90.

453 nm 662 nm
1.0
0.8
0.6 4
0.4

0.2 1

Intensidad normalizada

0.0 T i T 7 =
400 500 600 700 800

A /nm

Fig. IV.90. Espectros de absorcién normalizados de los compuestos puros DCM-HBU (linea
azul) y DCM-NH: (linea verde); espectros de emisién normalizados de los compuestos puros
DCM-HBU (linea amarilla) y DCM-NH: (linea roja) por excitaciéon a 453 nm y 480 nm,

respectivamente.

El espectro de absorcion del DCM-HBU muestra una banda con un
maximo a una A de 453 nm; mientras que el de emision una banda (Aex = 453
nm) con un maximo alrededor de 570 nm.

La determinacién del coeficiente de extincién molar de la sonda
fluorescente DCM-HBU a A = 453 nm se recoge en la figura IV.91,
proporcionando un valor de € = 5409 + 400 L mol* cm™.
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Fig. IV.91. Determinacion del coeficiente de absorciéon molar del compuesto DCM-HBU en PBS
/DMSO (7/3, v/v) a Aexe= 453 nm. Ecuacién de ajuste: y = -0.01402+5409x, r = 0.97.

Asimismo, se ha calculado el rendimiento cuantico de la sonda, de
acuerdo a la metodologia descrita en la seccion I11.3.10.1, tomando como
referencia la Fluoresceina en NaOH 0.1 M. Los espectros de emision de las
disoluciones utilizadas para su calculo se recogen en la figura IV.92. Asi el
valor de rendimiento cuantico obtenido fue igual a 0.08 + 0.01%.

Intensidad de fluorescencia / u.a.

T T T T
500 550 600 650 700 750

A /nm

Fig. IV.92. Espectros de emision del DCM-HBU (Aexc = 453 nm) a diferentes concentraciones en
PBS/DMSO (7/3, v/v).

Ademas del calculo del rendimiento cuantico y el coeficiente de
absortividad molar, se ha medido el tiempo de vida de fluorescencia del
sensor, cuyo decaimiento se recoge en la figura IV.93.
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Fig. IV.93. Decaimiento de fluorescencia del DCM-HBU (Aexc = 453 nm).

El valor del tiempo de vida calculado fue de 554.4 ps. La distribucion
de los residuales en torno a 0 como valor central y el valor del parametro y2 =
1.33, indican la bondad del ajuste realizado.

Una vez caracterizado el sensor, se ha estudiado la respuesta de la
sonda a la enzima tirosinasa (TYR). La figura IV.94 muestra los espectros de
emision de una disolucion de DCM-HBU (25 uM) en PBS/DMSO (7/3, v/v),
100 mM, pH= 7.4, recogidos cada minuto después de la adicion de TYR (0.13
mg mL"), durante un tiempo total de 2 h, a 37 °C.

300
250
200
150 ~
100 -+

50

Intensidad de fluorescencia / u.a.

500 550 600 650 700 750 800
A/ nm

Fig. IV.94. Evolucion de los espectros de emision de DCM-HBU (25 pM) con TYR (0.13 mg
mL1) observados cada 1 min durante 2 h mediante excitacién a 450 nm a 37 °C.
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Como se muestra en la figura IV.94, la sonda presenta una banda de
emision con un pico a ~570 nm (Aex =453 nm). Tras la adicion de la enzima, se
produce la disminucion de dicha banda, junto con un aumento concomitante
de la banda de emisién con maximo a 662, atribuida al producto liberado
DCM-NH:.

Para observar mejor los cambios observados en la evolucion espectral
del compuesto a lo largo del tiempo, se representan a continuacion los
espectros cada diez minutos, durante 2 h, tiempo en el cual parece se llega al
maximo de intensidad del producto hidrolizado. Los datos se observan en la
figura IV.95.

300 -
250 A
200 A

150 +

100 -+

50

Intensidad de fluorescencia / u.a.

500 550 600 650 700 750 800
A/ nm

Fig. IV.95. Evolucién de los espectros de emisiéon de DCM-HBU (25 uM) con TYR (0.13 mg
mL?) observados cada 10 min durante 2 h mediante excitacién a 450 nm a 37 °C.

En la figura IV.96 se puede observar la representacion grafica del
cociente entre las intensidades de la senal a 662 y la de 570 nm frente al tiempo
tras la adicion de la enzima TYR, derivadas de la figura IV.94.
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Fig. IV.96. Medidas ratiométricas de las sefiales de fluorescencia de Iss2 / Is7o a diferentes
tiempos.

La ratio Iss2/Is70 entre estas dos sefiales de fluorescencia alcanza la
maxima sensibilidad aumentando en 4 veces después de 100 min debido a la

adicion de la enzima, permaneciendo constante después de este tiempo.

De forma paralela, se ha evaluado la actividad de la enzima al pH y
temperatura, con el proposito de conocer las mejores condiciones
experimentales para el funcionamiento de la misma. Los datos representados

en la figura IV.97 demuestran que la mejor actividad catalitica se da en torno

aunpH75y37°C.
1.6, 1.6+
1.2 1.2
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Fig. IV.97. Medidas ratiométricas de las sefiales de fluorescencia de Iss2/Is7o0 de DCM-HBU (25
puM) con DPP IV (0.13 mg mL™) tras 2 h de incubacion a 37 °C y diferentes valores de pH
mediante excitacion a 450 nm (figura izquierda). Medidas ratiométricas de las sefiales de
fluorescencia de Iss2/Is7o de DCM-HBU (25 uM) con DPP IV (0.13 mg mL-) tras 2 h de incubacién
a diferentes temperaturas y pH 7.5 mediante excitacion a 450 nm (figura derecha).
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De acuerdo con el mecanismo de reaccion de la catalisis de la tirosinasa
propuesto por Ma et al (332), y en base a los resultados experimentales
obtenidos, el esquema IV.1 muestra los pasos necesarios para detectar la TYR
mediante la nueva sonda DCM-HBU.

OH
OH .
tyrosinase
—_—
LA ©
N N
H

H

NH,

Esquema IV.1. Mecanismo propuesto de liberacién enzimatica del fluoréforo
DCM-NHo.

Asi, por acciéon de TYR, la sonda es hidroxilada, seguida de una
oxidaciéon enzimatica a ortoquinona, que tras un rdpido reordenamiento
electrénico intramolecular, inicia la escision de la quinona, tal y como se
indica en el esquema IV.1.

Como prueba adicional del mecanismo propuesto, en la figura IV.98
se han registrado los espectros IR del colorante y de la sonda (ambos disueltos
en DMSO) junto con una muestra de la mezcla de reaccién tras dos horas de
reaccion en PBS/DMSO como disolvente.
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Fig. IV.98. Espectros IR del DCM-NH:2 (en DMSO), DCM-HBU (en DMSO) y DCM-HBU con
TYR (en PBS/DMSO 7,3 v/v) tras 2 h de reaccién.

Entre las sefiales mas prominentes en el espectro IR de la muestra de
reaccion se encuentran la banda intensa en la region de tension de hidrégeno
debida al agua del disolvente y una nueva banda de intensidad media a 1680
cm™ en la regidn de grupos C = O que es consistente con la presencia de las
cetonas. La liberacion del grupo de reconocimiento permite que se restablezca
el ICT tipico del fluor6foro DCM-NHz, dando lugar a un espectro de emision
NIR que genera la posibilidad de recoger una sefial de fluorescencia
ratiométrica entre la intensidad de fluorescencia verde de la sonda y la
fluorescencia NIR DCM-NHo.

Siguiendo la misma sistematica que las sondas ya descritas en las
secciones anteriores, también en este caso se han realizado los experimentos
que demuestran que de forma inequivoca que el DCM-HBU solo detecta la
enzima tirosinasa. Para ello, se ha hecho un ensayo de especificidad de la
sonda. En la figura IV.99 se compara la ratio de fluorescencia entre las sefiales
Iee2/Is70 del DCM-HBU en presencia de tirosinasa con la correspondiente a la
fluorescencia registrada cuando la sonda se incuba en presencia de otras
enzimas relacionadas como APN, DPP IV, AChE y PNLIP.
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Fig. IV.99. Medidas ratiométricas de las senales de fluorescencia de Iss2/Isso de DCM-HBU (10
puM) tras 60 min de incubacién en presencia de diferentes enzimas a la misma concentracién (5
pg mL") mediante excitaciéon a 450 nm a 37 °C.

De los resultados observados en la figura IV.99, se demuestra la gran
especificidad del DCM-HBU hacia la accién enzimatica de TYR.

IV.4.2. Aplicaciones biologicas del DCM-HBU
IV.4.2.1. Seguimiento ratiométrico de la actividad TYR en células tumorales

El estudio biologico del sensor se ha llevado a cabo en células y tejidos
tumorales, concretamente de melanoma, puesto que uno de los objetivos del
trabajo es desarrollar un nuevo método para la deteccion e investigacion
biomédica de esta patologia, caracterizada por una actividad TYR andémala.
Para ello, el estudio de células tumorales se ha llevado a cabo mediante
excitacion mono- y bifoténica. Por su parte, los tejidos ex vivo fueron
analizados a través de microscopia con excitacion por dos fotones.

Para mostrar las propiedades de absorcion de dos fotones de la sonda,
se midio la emisidn de fluorescencia de los compuestos DCM-NH: y DCM-
HBU a diferentes longitudes de onda de excitacion. Asi, la Figura IV.100
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muestra la intensidad normalizada por la potencia de excitacion en el rango
de 720-1000 nm.

0.03 -

0.02 -

0.01

Intensidad de fluorescencia / u.a.

0.00 . . — ; ; .
750 800 850 900 950 1000

A/ nm
Fig. IV.100. Espectros de excitacion bifotéonica del DCM-NH: (linea roja) y DCM-HBU (linea
verde) medidos en PBS/DMSO 7/3 (v/v). Emisién recogida en 650-720 nm (para DCM-NH?2) y
502-538 nm (para DCM-HBU), e intervalo de excitacion entre 720 y 1000 nm, medidos cada 20

min. Las intensidades fueron calculadas por normalizacién de la potencia de la fuente de
excitacion. Las barras representan el SE de tres réplicas.

Los resultados muestran una emisién maxima de ambos compuestos
bajo una excitacion de 800 nm.

A continuacidn, se midio la intensidad de fluorescencia del colorante
y del sensor a diferentes potencias de entrada de excitacion. En la figura IV.
101 se muestra la representacion logaritmica de la dependencia de la potencia
con la intensidad de fluorescencia relativa inducida por dos fotones.
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Fig. IV.101. Representacion logaritmica de la dependencia de la intensidad de fluorescencia
relativa inducida por dos fotones con la potencia del DCM-NH2(A) y DCM-HBU (B). Las barras
representan el SE de tres réplicas.

Los ajustes lineales de estos datos mostraron pendientes de 2.01 £ 0.11
y 2.32 £ 0.21, confirmando el proceso de excitacién bifotdnica en ambos
compuestos.

Una vez confirmadas las propiedades de excitacion bifotdnica, se
procedid al ensayo del sensor in cellulo. Como modelo de melanoma, se han
utilizado las lineas celulares MEL1 (linea celular primaria) y A-375 (linea
comercial establecida). En primer lugar, se ha realizado un estudio para
confirmar que la sonda es sensible a la actividad TYR intracelular. Para este
propdsito, se han recogido imagenes de ambas lineas celulares durante 30 min
después de afiadir DCM-HBU (5 uM) en PBS/DMSO (7/3, v/v). Dichas
imagenes se pueden observar en la figura IV.102.
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Fig. IV.102. Imagenes representativas de intensidad de los canales rojo (Aem = 650-720 nm) y
verde (Aem = 502-538 nm) a lo largo del tiempo y del ratio R:V de células A-375 y MELL1
incubadas con DCM-HBU (5 pM) tras la excitacién a 453 nm. La barra de escala representa 5
pm.

Los resultados revelan que, en ambas lineas celulares, la fluorescencia
roja aumenta con el tiempo, mientras que la fluorescencia verde permanece
casi constante, lo que conduce a un aumento progresivo del valor de la ratio
R:V de la imagen. Este aumento puede estar causado por la liberacion del
producto DCM-NH-: debido a la accion de la enzima tirosinasa sobre la sonda.

Como la velocidad inicial de este aumento depende de la actividad
TYR, la medida de la pendiente al principio de la reaccion se utiliza para
determinar la actividad de la enzima. Por ello, al objeto de cuantificar la
velocidad al inicio, se ha representado el incremento de los valores de la ratio
frente al tiempo en ambas lineas celulares. Los resultados se muestran en la
figura IV.103.
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Fig. IV.103. Incremento en el valor de la ratio versus tiempo de las imagenes de las células
MEL1 y A-375 de la figura IV.100. Las barras representan el SE de tres réplicas.

De la comparacion entre los valores de la velocidad inicial obtenidos
en ambas lineas celulares, se comprueba un aumento mas rapido de los
valores de la ratio en las células MEL1 frente a las A-375. Este hecho puede

sugerir una mayor actividad enzimatica en esta linea celular primaria
humana.

Para demostrar que el aumento de la emisién NIR y, en consecuencia,
de los valores de ratio, se debe principalmente a la actividad enzimatica,
traducida en la cantidad de DCM-NH2: liberado, también se midié MEL1 en
las mismas condiciones anteriores, pero en presencia del inhibidor enzimatico
quercetina, conocido inhibidor de la enzima TYR (118, 333). Las imagenes

recogidas cada 10 min durante un tiempo total de 30 min se muestran en la
figura IV.104.
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Fig. IV.104. Imagenes ratiométricas R:V de la linea celular MEL1 viva a diferentes tiempos tras
anadir DCM-HBU (5 uM) sin (panel superior) y con (panel inferior) el inhibidor de TYR
quercetina, 100 uM (Aex =453 nm). La barra de escala representa 10 pm.

En la figura IV.105 se representa graficamente la evolucion de dichos
valores de la ratio a lo largo de esos 30 min de reaccion tanto para las células

sin quercetina como para las expuestas al inhibidor.
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Fig. IV.105. Representaciéon de los valores de ratio R:V de las imagenes de microscopia sin
(datos en color rojo) y con (datos en color negro) quercetina. Las barras de error representan la
desviacion estandar (SD).

De los resultados obtenidos en ambas figuras, se observa claramente
el gran aumento de la sefal fluorescente en el canal rojo y, por ende, del valor
del ratio, cuando el inhibidor estd ausente, mientras que en presencia de
quercetina la reaccidon enzimatica esta practicamente inhibida.
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La excitacion mediante radiacion NIR ha sido ampliamente utilizada
para evitar o reducir la autofluorescencia de células y tejidos, asi como la
absorcion y dispersion de la luz de excitacion, lo que permite obtener
imagenes mas nitidas a mayor profundidad, aunque su uso esta limitado en
el rango de longitud de onda de mayor transmitancia en muestras bioldgicas
(334). Por ello, la microscopia de excitacion de dos fotones es una técnica de
especial importancia en la medida de muestras de alta dispersion, como
ocurre en los tejidos biologicos, en primer lugar, porque las longitudes de
onda NIR dispersan menos que la luz azul/verde, en segundo lugar, porque
hay ausencia de absorcion fuera del foco, y en tercer lugar, la excitacion de
dos fotones evita o reduce la autofluorescencia de las muestras biologicas. La
excitacion por dos fotones es especialmente relevante para la obtenciéon de
imagenes de estructuras que se extienden en el interior de la muestra, para
evitar la excitacion UV, demasiado energética y para mediciones in vivo o
cuando es importante una fotoquimica localizada (335).

Para confirmar la capacidad de la sonda de ser excitada por dos
fotones que duplican o superen la longitud de onda de excitacion del mismo
fluordforo con un solo fotdon, se excitd la linea celular viva A-375 a una
longitud de onda de 800 nm.

La figura IV.106 muestra imagenes ratiométricas R:V representativas
de la linea celular viva A-375 obtenidas tras la adicién del sensor DCM-HBU
en tres tiempos distintos, mediante el empleo de excitacion bifotonica.

Tiempo 0 min Tiempo 5 min Tiempo 10 min 4.
3

a1

.

Ratio RV

Fig. IV.106. Imagenes ratiométricas R:V por microscopia de fluorescencia de la linea celular A-
375 viva a diferentes tiempos después de anadir DCM-HBU (5 pM) mediante excitacién con
dos fotones de 800 nm (canal verde: 520/35, canal rojo: 685/70). La barra de escala representa 10

pm.
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La cinética del aumento de la ratio R:V se muestra en la figura IV.107,
donde se representan los valores de las relaciones R:V frente al tiempo.
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Fig. IV.107. Representacion de los valores de ratio R:V frente al tiempo de las imagenes de
microscopia tras la excitacién bifoténica (800 nm) de la linea A-375 incubada con DCM-HBU
(5 uM). Las barras de error representan la SD.

La observacion de ambas figuras demuestra un incremento gradual en
el valor de la ratio, llegdndose a la maxima relacién a partir de los 10 min de
medida.

Adicionalmente, se midieron los tiempos de vida del fluoréforo en
células A-375. Las imagenes FLIM se recopilan en la figura IV.108.

m
<
s
F
“
o
3
)
5

100
m
<
5
2
Ll
(2]
B
o

0

5
g

ey

g
sulewnaji

o

Fig. IV.108. FLIM de la linea celular A-375 viva tras afiadir DCM-NH2 (5 uM) mediante
excitacion con dos fotones de 800 nm.
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Del analisis de dichas imagenes, se comprueba que el colorante tiene
un comportamiento idéntico al ocurrido en las células Caco-2 con la sonda
DCM-NH-Pro-Gly, manifestando de nuevo un mayor tiempo de vida en la
membrana del citoplasma (de mayor lipofilia) y menor en las estructuras del

interior celular.

IV.4.2.2. Seguimiento ratiométrico de la actividad TYR en tejidos tumorales

Como se ha mencionado en el apartado I1.2.2.2, el uso potencial de la
técnica mediante excitacion por dos fotones es la clave para su empleo en
estructuras bioldgicas mas complejas, incluyendo tejidos o incluso en
animales de cuerpo completo. En este contexto, la primera aproximacion
consistid en detectar la enzima TYR en tejidos a través del sensor sintetizado.
Para ello, se seleccionaron tumores derivados de A-375, como modelo de
melanoma humano para este estudio. Asi, se incubaron con una disolucién de
DCM-HBU (5 uM), y se registrd la emisién verde y NIR a cuatro tiempos
(tiempo inicial, 1, 3 y 14 h). Los resultados obtenidos se muestran en la figura
IV.109.

Autofluorescencia  Tiempo inicial Tiempo-1h Tiempo-3h Tiempo-14h

Fig. IV.109. Imagenes representativas de los canales verde (Aem = 502-538 nm) y 10jo (Aem = 650-
720 nm) de intensidad (primera y segunda lineas, respectivamente) de tumores A-375 tras
anadir DCM-HBU (5 pM) mediante microscopia bifotdnica con excitacion a 800 nm. La barra

Intensidad / u.a
) )
o) © EEE 5

Intensidad / u.a.
©

K

de escala representa 10 pum.

El uso de una longitud de onda de excitacion de 800 nm reduce la

autofluorescencia a niveles casi indetectables, una ventaja importante en los
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sensores ratiométricos. Una vez afiadido el sensor, la intensidad de
fluorescencia NIR aumento con el tiempo, alcanzando su valor maximo a las

14 h. Por otro lado, la fluorescencia verde, permanecid casi constante, sin
cambios significativos.

A partir de estos datos se obtuvieron las imagenes ratiométricas,
representadas en la figura IV.110.

Tiempo inicial Tiempo-1h Tiempo-3h Tiempo-14h 15

RatioR:V

0.6

Fig. IV.110. Imagenes ratiométricas derivadas de las imagenes de la figura 107.

Como era de esperar, y en consonancia con lo previamente comentado,
los valores de ratio observados en las imdgenes aumentaron a lo largo del

tiempo. El andlisis cuantitativo de dichos valores de ratio se recoge en la figura
IV.111.
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Fig. IV.111. Representacion de los valores de la ratio R:V a partir de imagenes de microscopia.
Las cajas representan los percentiles 25, 50 y 75. Los bigotes representan el SE.
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A partir de los datos obtenidos, se observa un aumento del valor de la
relacion R:V de 0.8 a 2.5, es decir, de mas del triple.

El registro de medidas del tumor, mediante el empleo de excitacién
bifoténica, en diferentes planos z, es decir, a distinta profundidad relativa,
permitio la reconstruccion de imagenes 3D de los mismos.

La figura IV.112 representa las imagenes tridimensionales de los

tumores en los canales rojo y verde.

Tiempo inicial Tiempo-1h Tiempo-3h Tiempo-14h

.. 0
.... 1
0

Fig. IV.112. Imagenes 3D de intensidad roja (primera linea) y verde (segunda linea) de tumores

o

Intensidad /u.a.

Intensidad /u.a.

A-375 mediante microscopia de dos fotones por excitacion a 800 nm.

Del mismo modo, se obtuvieron las imdagenes ratiométricas
correspondientes, las cuales se representan en la figura IV.113.

Tiempo inicial Tiempo-1h

Tiempo-3h Tiempo-14h

Ratio R:V

0.

[6)]

Fig. IV.113. Imagenes ratiométricas en 3D de tumores A-375 mediante microscopia bifoténica
por excitacion a 800 nm.
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En un andlisis mds profundo de las imagenes anteriores, se comparan
los planos superiores e inferiores de cada imagen, en la figura IV.114.

TiempoOh Tiempo1h Tiempo3 h Tiempo 14 h

Fig. IV.114. Plano superior (primera fila) e inferior (segunda fila) de las imagenes de la figura
IV.111.

Comparando el plano superior e inferior de los tejidos en las imagenes
3D (figura IV.114), es posible observar un valor de ratio mayor en el plano
superior que en el inferior. Esto es debido a una penetracién mas rapida en
este nivel y, ya que la sonda debe atravesar todo el tejido para alcanzar el
plano inferior, obteniéndose una menor ratio en este ultimo plano en cada
tiempo.

Los resultados obtenidos demuestran el uso potencial de esta sonda
en tejidos bioldgicos bajo excitacion por dos fotones. Se concluye asi que la
actividad enzimatica TYR tumoral provoca la escision del sensor DCM-HBU,
liberando el producto DCM-NH2, responsable de la fluorescencia NIR.

IV.4.2.3. Imagen in vivo de TYR en pez cebra

Recientemente, se ha descrito la actividad de TYR en larvas de pez
cebra, sin embargo, en este estudio se da cuenta de su actividad sdlo
cualitativamente (332). En esta Tesis Doctoral, se ha ido mas alld y se ha
completado por primera vez, un estudio mas profundo que cuantifica las
diferencias en la actividad TYR in vivo en larvas y embriones de pez cebra de
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diferentes dias post-fecundacion (dpf) en ausencia y presencia de un inhibidor
(quercetina).

En primer lugar, los embriones y larvas de pez cebra de diferentes
estadios, fueron incubados con el sensor DCM-HBU (10 uM) durante 3 h. Al
cabo de este tiempo, se tomaron imagenes de fluorescencia roja, campo claro
y fusion de ambas imdgenes con un estereo microscopio. Las imdagenes
obtenidas se muestran en la figura IV.115.

1 dpf

3 dpt

5 dpt

7 dpf

Detalle
5 dpf

Fig. IV.115. Embriones y larvas vivos de pez cebra a diferentes dpf (1, 3, 5y 7), incubados con
DCM-HBU (10 uM) durante 3 h. Imagenes de fluorescencia roja (izquierda), campo claro
(centro) y fusionada (derecha) con un estéreo microscopio (Aex=458 nm, Aem =680 nm). También
se muestra el detalle (cabeza con sistema nervioso central) de una larva viva de pez cebra a 5
dpf. Barras de escala: 1 dpf: 250 um, 3-7 dpf: 500 um, detalle: 200 pm.

De los resultados obtenidos, se infiere que los embriones y larvas de
pez cebra de diferentes dpf, cuando se incuban con la sonda DCM-HBU,
muestran la fluorescencia NIR caracteristica que indica la liberacién del
compuesto DCM-NH:debido a la accién de la enzima TYR en el saco vitelino
y los tejidos larvarios. Tanto el ojo como el sistema nervioso central (SNC) son
los tejidos donde se observa una mayor actividad enzimatica, mientras que la
piel y los musculos no muestran una fluorescencia NIR intensa.
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Dado que el sensor esta disuelto en DMSO, se llevo a cabo un control
de los peces cebra con dicho disolvente, en igualdad de condiciones, es decir,
en las mismas etapas de desarrollo del animal, y utilizando la misma
concentracion de DMSO y durante el mismo tiempo de incubacién que en el
experimento relatado en el parrafo anterior, llevado a cabo con el compuesto
DCM-HBU. Las imagenes se reflejan en la figura IV.116.

5 dpf &= &
7 dpf &= P

Fig. IV.116. Embriones y larvas vivos de pez cebra a diferentes dias postfecundacion (dpf)
incubados con DMSO (10 pM) durante 3 h. Imagenes de fluorescencia roja (izquierda), campo
claro (centro) y fusionada (derecha) con un estéreo microscopio (Aexc = 458 nm; Aem = 680 nm).
Barras de escala: 1 dpf: 250 um, 3-7 dpf: 500 um.

Como se observa, dichos controles incubados con DMSO muestran un

bajo nivel de autofluorescencia.

Para demostrar que la fluorescencia NIR observada con DCM-HBU se
debe a la accion de la enzima TYR, se ha realizado un estudio de co-inhibicion
en cada estadio, empleando quercetina. Asi pues, los peces fueron
preincubados con dicho inhibidor, 200 uM, durante 3 h, y a continuacion,
incubados con DCM-HBU, 10 uM, durante otras 3 h adicionales. Los datos
derivados de dicha experiencia se recogen en la figura IV.117.
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7 dpf

Detalle
5 dpf

Fig. IV.117. Embriones y larvas vivos de pez cebra en los mismos dpf preincubados durante 3
h con quercetina (200 uM) e incubados posteriormente con 10 uM de DCM-HBU durante 3 h.
Imagenes de fluorescencia roja (izquierda), campo claro (centro) y fusionada (derecha) con un
estéreo microscopio (Aexc = 458 nm; Aem = 680 nm). Barras de escala: 1 dpf: 250 um, 3-7 dpf: 500

pum.

A simple vista ya se observa como en presencia del inhibidor, el DCM-
HBU no libera DCM-NH: y la fluorescencia NIR se suprime casi por completo,
lo que demuestra la especificidad del sensor por el enzima. No obstante, se ha
realizado un andlisis cuantitativo de la emision NIR de los peces estudiados,
tanto en ausencia como en presencia del inhibidor y estos interesantes
resultados se recogen en la figura IV.118.
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Fig. IV.118. Valores de intensidad de la emisién NIR del pez cebra en diferentes dpf, incubado
con DCM-HBU (10 pM) en presencia y ausencia del inhibidor quercetina. Los recuadros
representan los percentiles 25, 50 y 75. AF es la autofluorescencia. Los bigotes representan el
SE.

A partir del andlisis de la figura IV.118, se puede deducir que la
cantidad de la senal fluorescente obtenida tras la incubaciéon con 10 uM de
DCM-HBU es similar durante todos los estadios estudiados (1 dpf, 3 dpf, y 5
dpf), con la excepcion de una diferencia ligeramente menor observada en el
pez cebra de 7 dias, cuando se compara con el control de autofluorescencia.
En cambio, la inhibicion de la quercetina conduce a una fuerte reduccion de
la sefial fluorescente hasta niveles de la autofluorescencia o incluso inferiores
(dia 7). Resulta importante destacar que las diferencias en la sefial fluorescente
entre las muestras sin inhibidor y las preincubadas con quercetina son
similares en todos los estadios. Esto sugiere que los niveles de enzima
disponibles en las diferentes etapas del desarrollo animal son practicamente
idénticos entre si.
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V. Conclusions/Conclusiones

Conclusions

The conclusions derived from the development of this Doctoral Thesis,
organised according to the enzyme studied, are as follows:

Alanine aminopeptidase (pepN):

-The DCM-NH-Ala sensor has been synthesised, which acts as a substrate for
the enzyme alanine aminopeptidase (pepN). When the enzymatic reaction
takes place, the sensor releases the fluorophore dicyanomethylene-4H-pyran
(DCM-NH:) which, when suitably excited, emits a very intense fluorescence
band with a maximum at 662 nm. The highest fluorophore excitation
efficiency can be achieved by a single 480 nm photon, or by two simultaneous
800 nm NIR photons.

-The released fluorophore DCM-NH?: has the structure A-n-D which, through
internal charge transfer, is responsible for the NIR emission and meets the
requirements for use as an effective fluorophore in two-photon and super-
resolution microscopy.

-The biocompatibility that the probe has demonstrated in living organisms
has allowed the proposal of a new methodology for the identification of Gram
(-) bacteria expressing pepN activity.

-The kinetics of emission depend on the intracellular concentrations of pepN,
making it a powerful tool for detecting various virulent bacterial agents in a
few minutes and with the additional advantage of possible biphotonic

excitation.

-STED nanoscopy shows that the probe rapidly initiates enzymatic reactions
at specific sites on the bacterial membrane and on some structures within the
bacterial body; the released dye then diffuses and accumulates in the bacterial
membrane due to its lipophilic nature.

-The usefulness of this sensor has been demonstrated in the measurement of
enzymatic activity during the formation of bacterial biofilms and therefore its
potential use as an activity detection tool for microbiologists and biochemists.
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Dipeptidyl peptidase IV (DPP IV):

-By assembling the Gly-Pro recogniser group on the DCM-NHo: fluorophore,
a highly specific and sensitive fluorescent substrate for the DPP IV enzyme
has been synthesised. When the enzymatic reaction releases the dipeptide
group from the probe, the DCM-NH: donor-acceptor system is restored,
which shows the NIR spectrum of ITC emission, allowing a ratiometric
fluorescence signal to be obtained between the green signal of the substrate
and the NIR signal of DCM-NHo.

-The specificity of the new probe on the DPP IV enzyme versus other related
enzymes, together with the possibility of excitation of the substrate and the
probe by two simultaneous NIR photons that eliminates the green and red
autofluorescence bands of the crude serum, allows the proposal of a unique
and novel methodology useful in the analysis of DPP IV activity in crude
serum from diabetic patients.

-The aforementioned properties of the probe and dye allow the proposal as
an in vivo intracellular sensor of DPP IV enzyme activity, as well as its ability
to obtain clear fluorescence microscopy images of tumour tissues when
excited with two photons. In addition, the fluorophore released by the
enzyme action has been found to be suitable for super-resolution fluorescence
microscopy imaging.

-Incubation of 1-, 3-, 5- and 7-day post-fertilisation (dpf) zebrafish embryos
and larvae with the probe revealed that zebrafish embryos at 1 dpf show red
fluorescence mainly in the yolk sac, while zebrafish larvae manifest red
fluorescence in the yolk sac and in the central nervous system, eye, throat and
digestive tract. Quantification of NIR intensity values in fish of different dpf
reveals that 7 dpf fish generate the most red fluorescence, indicating an
increase in DPP IV levels with developmental stages.

Tyrosinase (TYR):

-A highly specific and sensitive fluorescent substrate for the enzyme
tyrosinase TYR has been synthesised using the enzyme recognition group 4-
hydroxybenzylamine binding strategy on the fluorophore DCM-NHa.

-The mechanism by which enzymatic catalysis of the DCM-HBU probe-
substrate occurs is TYR-mediated oxidation followed by hydrolysis of the
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ureic bond. The D-n-A DCM-NHo: system is thus restored, showing the NIR
spectrum of ICT emission together with a large Stokes shift, which allows to
obtain a ratiometric fluorescence output between the green fluorescent signal
of the substrate and the NIR signal of DCM-NHa.

-Both the substrate and the probe can be excited by two NIR photons, which
has made it possible to eliminate the green and red autofluorescence bands in
the analysis of biological samples.

-Due to the ability to be excited by two simultaneous photons, the
applicability of this new probe as an in vivo intracellular TYR sensor has been
confirmed, as well as its ability to obtain clear fluorescence microscopy images
in melanoma tumour tissues.

-The probe is useful for quantitative detection of TYR activity in whole
organisms in vivo, as demonstrated in zebrafish larvae of different stages.

-In vitro and in vivo results clearly reveal that the probe is sensitive to the
action of TYR and that when TYR is inhibited, the substrate does not suffer
alterations in its photophysical properties.

Conclusiones

Las conclusiones derivadas del desarrollo de la presente Tesis
Doctoral organizadas en funciéon de la enzima estudiada, son las siguientes:

Alanina aminopeptidasa (pepN):

-Se ha sintetizado el sensor DCM-NH-Ala, que actiia como sustrato de la
enzima alanina aminopeptidasa (pepN). Cuando se produce la reaccion
enzimatica, el sensor libera el fluoréforo dicianometileno-4H-pirano (DCM-
NH:) que, cuando es excitado convenientemente, emite una banda de
fluorescencia muy intensa con maximo a 662 nm. La mayor eficacia en la
excitacion del fluoréforo se puede conseguir mediante un tnico foton de 480
nm, o por dos fotones NIR simultaneos de 800 nm.

-El fluoroforo liberado DCM-NHYy, tiene la estructura A-n-D que, a través de
una transferencia de carga interna, es la responsable de la emision NIR y
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cumple los requisitos para su empleo como fluordforo eficaz en microscopia
bifotonica y de superresolucion.

-La biocompatibilidad que la sonda ha demostrado en organismos vivos, ha
permitido la propuesta de una nueva metodologia para la identificacion de
bacterias Gram (-) que expresan actividad pepN.

-La cinética de aparicion de la emision depende de las concentraciones
intracelulares de pepN, por lo que representa una potente herramienta para
detectar diversos agentes bacterianos virulentos en pocos minutos y con la
ventaja adicional de la posible excitacion bifotonica.

-Mediante nanoscopia STED se comprueba que la sonda inicia rdpidamente
reacciones enzimaticas en sitios especificos situados en la membrana
bacteriana y en algunas estructuras dentro del cuerpo bacteriano; a
continuacion, el colorante liberado difunde y se acumula en la membrana
bacteriana debido a su naturaleza lipofilica.

-Se ha demostrado la utilidad de este sensor en la medida de la actividad
enzimatica durante la formacion de biofilms bacterianos y por tanto su
potencial uso como herramienta de deteccion de actividad para microbidlogos
y bioquimicos.

Dipeptidil peptidasa IV (DPP IV):

-Mediante el ensamblaje del grupo reconocedor Gly-Pro en el fluordforo
DCM-NHy, se ha sintetizado un sustrato fluorescente altamente especifico y
sensible a la enzima DPP IV. Cuando la reacciéon enzimatica libera el grupo
dipéptido de la sonda, se restablece el sistema donante-aceptor DCM-NHo,
que muestra el espectro NIR de emision ITC, permitiendo la obtencién de una
sefial ratiométrica de fluorescencia entre la sefial verde del sustrato y la sefial
NIR del DCM-NHo..

-La especificidad de la nueva sonda a la enzima DPP 1V frente a otras enzimas
relacionadas, junto a la posibilidad de excitacion del sustrato y de la sonda
por dos fotones NIR simultdneos que elimina las bandas verde y roja de
autofluorescencia del suero crudo, permite la propuesta de una metodologia
Unica y novedosa til en el analisis de la actividad de DPP IV en suero crudo
de pacientes diabéticos.
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-Las propiedades ya comentadas de la sonda y del colorante permiten la
propuesta como sensor intracelular in vivo de la actividad de la enzima DPP
IV, asi como su capacidad para obtener imagenes claras de microscopia de
fluorescencia de tejidos tumorales cuando se excitan con dos fotones.
Ademas, se ha descubierto que el fluordforo liberado por la accion enzimatica
es adecuado para la obtencion de imagenes de microscopia de fluorescencia
de superresolucion.

-La incubacion de embriones y larvas de pez cebra de 1, 3, 5 y 7 dias post-
fertilizacion (dpf) con la sonda reveld que los embriones de pez cebra a 1 dpf
muestran fluorescencia roja principalmente en el saco vitelino, mientras que
las larvas de pez cebra manifiestan fluorescencia roja en el saco vitelino y en
el sistema nervioso central, ojo, garganta y tracto digestivo. La cuantificacion
de los valores de intensidad NIR en los peces de diferentes dpf revela que los
de 7 dpf son los que generan una mayor fluorescencia roja, indicando un
aumento de los niveles de DPP IV con los estadios de desarrollo.

Tirosinasa (TYR):

-Se ha sintetizado un sustrato fluorescente altamente especifico y sensible a la
enzima tiroxinasa TYR, utilizando la estrategia de union del grupo de
reconocimiento enzimatico 4-hidroxibencilamina en el fluor6foro DCM-NHo.

-El mecanismo por el cual se produce la catdlisis enzimatica de la sonda-
sustrato DCM-HBU consiste en una oxidacion mediada por TYR seguida de la
hidrolisis del enlace ureico. Se restablece asi el sistema D-n-A del DCM-NH>,
que muestra el espectro NIR de emision ICT junto con un gran
desplazamiento de Stokes, que permite obtener una salida de fluorescencia
ratiométrica entre la sefial fluorescente verde del sustrato y la sefial NIR del
DCM-NHa.

-Tanto el sustrato como la sonda se pueden excitar por dos fotones NIR, lo
que ha permitido eliminar las bandas verde y roja de autofluorescencia en los
analisis de muestras bioldgicas.

-Debido a la posibilidad de excitarse por dos fotones simultaneos, se ha
confirmado la aplicabilidad de esta nueva sonda como sensor intracelular in
vivo de TYR, asi como su capacidad para obtener imdgenes claras de
microscopia de fluorescencia en tejidos tumorales de melanoma.
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-La sonda es util para la deteccion cuantitativa de la actividad de TYR en

organismos enteros in vivo, como se ha demostrado en larvas de pez cebra de
diferentes estadios.

-Los resultados in vitro e in vivo revelan claramente que la sonda es sensible a
la accion de TYR y que cuando esta enzima es inhibida, el sustrato no sufre
alteraciones en sus propiedades fotofisicas.
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VII. Anexos

Anexo 1. Espectro 'TH-RMN del compuesto DCM-NBOC-Ala
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ANEXOS

Anexo 2. Espectro *C-RMN del compuesto DCM-NBOC-Ala
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ANEXOS

Anexo 3. Analisis masas del compuesto DCM-NBOC-Ala

¥O ¥N SZH 0€D 09°0 221°S P°Fk2CI S°0¢C 6 V- o= 9L8T1°S0S
90 9N STH S20 80°F9 SPP 0 L°61CT S°91 0°¢€ S°1 9¢€81°S0S
20 OIN 1IZH 920 06°8C 1IPT'T 670221 L REY £ F°0 Z°0 6F81°S0S
BN PO ¥N 9CH 820 EV°9 S¥L°C 0°CCCl S°LT Ao T°0- ¢S81°S0S 1681 °S0S
eTnuwIog (§)3uod WION 113-T 3€a Wdad equ Ssey °OTed SSeR
0°081 0°S 0°¢t
0°081-
065 085 0/ 09 0SS OvS O06S 03 OIS  00S O6y OBF O 09 OSP Ovb Oy O
Zjw - - - -
UWLS gyizees o Lo vovE IS IISEES 61005 isBI'SOS geveely  MO¥OCIY TSLEOSY 088€ 0EY '
$00+056'8
+S3 SW 4OL 1 (S¥:12) wO (999°1) ¥ SA-+4-S1-dAr
000000009 SK-p4-SL-dAl
1-0°BN 04-1:0 OL-L:N GE-L:H 08-1:D
1pasn swawa3
(ssew yoea oj (0001 01 dn) S)NSai |[B) SHiLI| UIYIM SYNS3J H YIIM PAJEN|BAd (8)enwuoj 99¢
SUO| UO0J}O3|T UBAT ‘SSepy 21d0joSIouoKy
€ = ]|4-1 J0} pasn syead adojos! jJo JaquinN
HO :uonoipaid Juawsa|3
0081 = Xxew ‘0°08}-=uw:380 / Wdd 0'S = 8dueig|o]
sisAjeuy ssepy 9|buis
| abegq poday uonisodwo) |ejuawaly

~ 260~



ANEXOS

Anexo 4. Espectro '"H-RMN del compuesto DCM-NH-Ala
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ANEXOS

Anexo 5. Espectro *C-RMN del compuesto DCM-NH-Ala
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ANEXOS

Anexo 6. Analisis masas del compuesto DCM-NH-Ala
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ANEXOS

Anexo 7. Espectro 'H-RMN del compuesto DCM-NH-Pro-Gly
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ANEXOS

Anexo 8. Espectro *C-RMN del compuesto DCM-NH-Pro-Gly
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ANEXOS

Anexo 9. Analisis masas del compuesto DCM-NH-Pro-Gly
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Anexo 10. Espectro 'H-RMN del compuesto DCM-HBU
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ANEXOS

Anexo 11. Espectro *C-RMN del compuesto DCM-HBU
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ANEXOS

Anexo 12. Andlisis masas del compuesto DCM-HBU
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