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Resumen

El término “High Throughput Screening (HTS)”, o cribado farmacolégico de alto
rendimiento, consiste en testar grandes colecciones de compuestos quimicos o
productos naturales para identificar moléculas biolégicamente activas. En la era
post-gendmica, el HTS esta siendo fundamental para el descubrimiento de nuevos
farmacos.

Summary

The term High Throughput Screening (HTS) was coined to describe an efficient and
highly automated pharmacological screening process. It is used to screen large
chemical and natural products collections. After the publication of the human
genome sequence, HTS has played a critical role in early Drug Discovery.
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La innovacién en las ciencias de la salud ha tenido en las ultimas décadas una gran
repercusion en la calidad de vida y en el tratamiento de enfermedades. Un buen ejemplo
es el descubrimiento de las bases moleculares de algunos tipos de cancer y el
consecuente impacto en el desarrollo de nuevos medicamentos. Una etapa fundamental
en este proceso es la identificacién, mediante técnicas de cribado farmacoldgico, de
compuestos quimicos que interaccionan con las macromoléculas implicadas en los
procesos patoldgicos, modulando asi su actividad biolégica.

El HTS ha evolucionado considerablemente desde su comienzo en los afios 90 (1). En
sus origenes la tecnologia permitia testar unos pocos miles de compuestos en unos
meses, y se consideraba un éxito el encontrar alguno cuya potencia estuviera en el
rango uM. Hoy en dia se pueden evaluar millones de compuestos en unos pocos dias.
En la mayoria de los casos se identifican series quimicas con potencias nM, donde en
muchos casos puede observarse claramente una relacion estructura-actividad entre los
compuestos activos. Ademas, los procesos de HTS permiten evaluar los compuestos
activos en ensayos secundarios de selectividad frente a otras macromoléculas, asi como
en ensayos hiolégicamente mas complejos: control de rutas metabdlicas, monitorizacién
de eventos intracelulares, perfiles de expresién génica, etc. El acceso rapido a todos
estos datos permite acelerar considerablemente la identificacion de compuestos cabezas
de serie para su posterior transformacion en candidatos a desarrollo clinico (1), o la
identificacion de sondas moleculares que permitan validar la diana de interés para su uso
terapéutico (2)

En GSK hemos creado dos unidades de HTS, una de ellas en Tres Cantos (Madrid), lo
gue ha supuesto una fuerte inversion. El primer reto fue la creacion de la infraestructura
necesaria para la gestion de las colecciones de compuestos quimicos. En colaboracion
con varias empresas de ingenieria y automatizacion, hemos construido una unidad
automatizada para el almacenamiento y manejo mas de 2 millones de muestras
guimicas. Una parte integral de este sistema son los equipos de dispensacion de
compuestos en las placas de ensayo. Para ello utilizamos dispositivos que, mediante
energia acustica o piezoeléctrica, son capaces de dispensar nL de compuestos con alta
precisiébn y exactitud. Otro objetivo muy importante es aumentar continuamente
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la diversidad quimica de la coleccion mediante la sintesis
interna o en colaboracién con otros grupos o empresas.

El disefio de nuevas tecnologias de ensayos (3,4) y el
desarrollo de métodos de analisis de datos (5) son otras
areas clave en el proceso de HTS. Sirvan como ejemplo
los cambios en las técnicas de cribado farmacoldgico para
el estudio de los receptores de membrana acoplados a
proteinas G (Figura) (4). EI método tradicional estaba
basado en la unién de ligando marcado radiactivamente a
membranas celulares, con posterior filtracion para separar
el ligando unido del libre. En la actualidad se utilizan una
variedad de técnicas homogéneas para medir la union del
ligando al receptor (centelleo por proximidad) o las
respuestas intracelulares mediadas por estos receptores
(movilizacién de calcio intracelular, produccién de cAMP, o
traslocacion de [J-arrestina). Para monitorizar las cinéticas
de Ca2+ intracelular se utilizan sondas fluorescentes
sensibles a la concentracion de Ca2+, o bio-sensores
proteicos (aequorin). Todos estos métodos se llevan a
cabo en volimenes de ensayo muy reducidos (1-5 uL) y
en micro-placas de alta densidad. Aproximaciones
similares se han desarrollado para otras familias de dianas
moleculares, tanto solubles (enzimas o receptores
nucleares) como proteinas unidas a membranas (canales
iGnicos, receptores de citoquinas, etc).

Aunque es todavia prematuro evaluar el impacto real de
las inversiones realizadas en HTS, ya existen algunos
productos en el mercado cuyo origen esta en la utilizaciéon
de estas nuevas tecnologias. Entre ellos destacan los
inhibidores de tirosin quinasas (gefitinb, erlotinib, sorafenib
y lapatinib) para el tratamiento del cancer, los inhibidores
de proteasas (tipranavar y sitagliptin) para el tratamiento
de VIH y la diabetes respectivamente, o el trombopag, que
mimetiza el efecto de la trombopoietina para el tratamiento
de la trombocitopenia. Los datos de productos en
desarrollo clinico y preclinico también apuntan a una
contribucién importante del HTS a los proyectos
actualmente en estas etapas de desarrollo (6).
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Es importante afiadir que aunque el HTS se utiliza de
manera generalizada para la identificacion al azar de
compuestos que interaccionan con la diana de interés,
esta informacién se complementa habitualmente con
técnicas basadas en el conocimiento estructural de la
diana. Por ejemplo, siempre que es técnicamente posible,
se utiliza la co-cristalizacion y analisis por rayos X de la
proteina de interés unida a los compuestos activos. La
interpretacion de estos datos estructurales ayuda a
entender mejor los resultados generados en el HTS,
contribuyendo de esta manera a una mejor seleccion de
los compuestos que seran utilizados en los programas de
optimizacion quimica.
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Figura. Diferentes eventos vy
metabolitos que pueden ser

cuantificados para realizar HTS
para receptores acoplados a
proteinas G.
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