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En l'evoluci6 dels organismes, les proteines han esdevingut fonamentals per a la realitzacié de
practicament tots els processos celdulars. Aixi, el funcionament celdular ha evolucionat fins a un
complex entramat de mecanismes relacionats entre si i duts a terme principalment per les proteines. En
la majoria d’aquests mecanismes, les proteines involucrades han d'interaccionar amb altres proteines,
de manera que tots aquests contactes proteina-proteina resulten vitals per al correcte funcionament de
la célfula. En aquest sentit, és clar que la modulacié d’aquests contactes ofereix un ampli ventall de
possibilitats des d’un punt de vista terapéutic.

Aquest fet, conjuntament amb els avencos realitzats en els ultims anys en el camp de la genomica i
la protedmica, els quals dia a dia fan que es disposi de I'estructura de més proteines, ha augmentat molt
linterés en poder entendre com les proteines interaccionen entre si i com han de ser els lligands
capacos de modular aquests contactes.
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0.1 INTERACCIONS PROTEINA-PROTEINA

Des de I'analisi dels primers complexos proteina-proteina determinats mitjancant espectroscopia de
raigs X, s’ha intentat racionalitzar quins sén els trets que hi ha en comu en les interfases dels complexos
proteics’.

A principis dels anys 90, a partir de I'estructura de 15 complexos proteasa-inhibidor i 4 complexos
anticos-antigen es van comengar a establir el tipus d’atoms involucrats en aquests contactes?. En
aquests estudis es va determinar que les proteines interaccionaven entre si a través de grans arees de
la seva superficie. En general, es va poder veure que aquestes arees de contacte eren forga planes i en
total ocupaven uns 1600A2 (800A2 per cada proteina). A més a més, es va concloure que aparentment
els atoms involucrats no eren clarament diferents als de la resta de la superficie, essent en general un
55% de caracter apolar, un 25% de caracter polar i el 20% restant de caracter polar amb carrega.

Uns anys més tard, els mateixos autors van ampliar 'estudi a 75 complexos proteina-proteina de
diferents tipus, arribant a conclusions globals forga similars3. En aquests estudis, van confirmar I'area de
les superficies involucrades i van observar, que en general, els contactes proteina-proteina produien
pocs canvis conformacionals. Com a excepcié a aquesta tendéncia, van determinar que els contactes
produits a través d’arees sensiblement més petites corresponien a complexos amb temps de vida mig
molt curts, i que els contactes produits a través d’arees clarament més grans normalment comportaven
grans canvis conformacionals. Aixi, aquests autors, en general comparaven la interaccidé entre dues
proteines a la interaccid entre dos cossos practicament rigids.

A més a més, en aquests estudis suggereixen que els atoms involucrats en els contactes proteina-
proteina es poden classificar en tres tipus diferents en funcié del grau d’accessibilitat al solvent que
perden en la complexacio (figura 0.1). En aquesta classificacid, tots els atoms que perden un cert grau
d’accessibilitat al solvent (A, B i C) s’anomenen atoms d'interfase, els atoms amb un major grau de
perdua d’accessibilitat (B i C) s'anomenen de contacte, i d'entre ells, els atoms que perden totalment
I'accessibilitat (B) s'anomenen atoms enterrats.

1 Chothia, C. & Janin, J., Nature, (1975), 256, 705-708
2 Janin, J. & Chothia, C., J. Biol. Chem., (1990), 265, 16027-16030
3o Conte, L., Chothia, C., & Janin, J., J. Mol. Biol., (1999), 285, 2177-2198
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Figura 0.1 Esquema de la classificacié dels tipus d’atoms de la superficie d’'una proteina involucrada en contactes
proteina-proteinad,

Per (ltim, en una analisi del tipus de residus que formen part de les interfases dels complexos
analitzats, mostren com aquestes interfases sén forga riques en residus com l'ariginina i la tirosina (taula
0.1).

% en superficie

Residu % en interfase i
accessible al solvent
Ala 2,6 4,0
Arg 10,1 8.9
Asn 55 6,2
Asp 5,2 71
Cys 1,5 0,7
Gln 4,2 6,0
Glu 6,1 9,8
Gly 4,6 45
His 3,6 19
lle 42 24
Leu 55 41
Lys 6,7 11,8
Met 3,2 12
Phe 4.4 2,0
Pro 4.4 5,1
Ser 55 8,4
Thr 51 7,3
Trp 4,5 1,3
Tyr 9,1 3,2
Val 3,8 35

Taula 0.1 Composicio de les interfases dels complexos proteina-proteina i de la resta de superficie
que queda accessible al solvent.
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Es especialment interessant la comparacié de la composicio de les interfases dels complexos amb la
composicié de la resta de superficie que queda accessible al solvent. En aquesta comparacid, es pot
veure com respecte la resta de la superficie, en les interfases hi ha un clar enriquiment dels residus
aromatics i un clar empobriment de residus com la lisina i I'acid glutamic.

A diferéncia d’altres autors que han suggerit que la interacci6 entre proteines es dona gracies a la
formacié de clusters hidrofobics®, en aquests estudis apunten que tan la part polar com la part apolar
son essencials en la interaccio.

Altres autors, també han analitzat les arees involucrades en els contactes entre proteines per tal de
veure quins son els trets que tenen en comd, i aixi poder predir, a partir de I'estructura de la proteina,
per on interacciona amb d’altres proteines i quina és la seva funcié®. Aquests, conclouen que en general
els contactes proteina-proteina es donen a través de superficies forca planes les quals sén forga
accessibles al solvent. Pel que fa al caracter dels residus involucrats, conclouen que globalment sén
similars als de la resta de la superficie, i també observen un cert enriquiment en el percentatge
d’arginines i de residus aromatics.

Tot i aix0, apunten que les generalitzacions son dificils de fer perqué en funci6 del tipus de complex
analitzat les interfases son forga diferents. Aixi, en I'analisi de multimers constitutius (aquells que estan
sempre complexats) veuen que la majoria de residus son hidrofobics, perd en el cas dels complexos no
constitutius (aquells que existeixen com a complexos i com a estructures independents) les superficies
involucrades poden ser de les més hidrofiliques de la proteina. Aixd és especialment notori en el cas de
les interfases entre anticossos i els corresponents antigens, les quals, coincidint amb observacions
publicades anteriorments, sén de marcat caracter polar.

En aquest mateix sentit, matisen que la forma de les superficies involucrades també depén molt de
les proteines en contacte, ja que per exemple, en el cas de la interaccio entre una proteina gran i una de
bastant més petita, normalment la petita s’introdueix en alguna cavitat de la gran, essent 'exemple més
notori el cas dels inhibidors enzimatics’.

Una altra estratégia que s’ha utilitzat per elucidar quins son els residus involucrats en els complexos
proteics, és la mutacié per alanina de cadascun dels residus de la interfase i posterior analisi de
I'estabilitat del complex corresponents. En aquesta aproximacio, s'anomenen punts calents o “Hot spots”
els residus que en mutar-se produeixen una major desestabilitzacié del complex.

4Young, L., Jernigan, R.L. & Covell, D.G., Protein Sci., (1994), 3, 717-729
5 Jones, S & Thornton, J.M., Proc. Natl. Acad. Sci USA, (1996), 93, 13-20
Jones, S & Thornton, J.M., J. Mol. Biol., (1997), 272, 121-132
6 Hopp, T.P. & Woods, K.R., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (1981), 78, 3824-3828
7 Laskowski, R.A., Luscombe, N.M., Swindells, M.B. & Thornton, J.M., Protein Sci., (1996), 5, 2438-2452
8 Clackson, T. & Wells, J.A., Science, (1995), 267, 383-386
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A partir de I'analisi de les bases de dades de mutants de diferents complexos heterodimeérics, altres
autors han analitzat quin son els residus clau (‘Hot spot”) per a la formacié del complex corresponent
(taula 0.2)°. La principal conclusio que en treuen, és que els aminoacids que més freqiientment sén
vitals per a la formacié dels complexos proteics analitzats son el triptofan, I'arginina i la tirosina.

Residu % “Hot spot”
Arg 13,30
Asn 5,05
Asp 9,04
Cys 0
Gln 313
Glu 3,64
Gly 3,57
His 8,00

lle 9,62
Leu 0,83
Lys 6,29
Met 2,90
Phe 3,01
Pro 6,74
Ser 1,12
Thr 1,53
Trp 21,05
Tyr 12,30
Val 0

Taula 0.2 Residus clau en els contactes proteina-proteina. EI % “Hot spot”, fa referéncia al percentatge
de vegades que el residu actua com a residu clau respecte el nimero de mutacions d’aquest residu
presents en les bases de dades®.

Aquests autors, suggereixen que en la interfase dels contactes proteina-proteina en la part central hi
ha una serie de residus clau, els quals estan envoltats per un conjunt de residus, de caracter forca
hidrofobic, que contribueixen moderadament a I'estabilitat del complex. La funcié principal d’aquest anell
de residus (“O-ring”) és I'exclusio del solvent per tal de formar un entorn amb una constant dieléctrica
efectiva que afavoreixi les interaccions entre els residus clau del complex (figura 0.2). La preséncia
d’aquest anell hidrofobic, ailla els residus clau de la competéncia amb l'aigua fet que contribueix a
disminuir la dissociacié del complex.

9Bogan, A.A. & Thorn, K.S., J. Mol. Biol., (1998), 280, 1-9
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A més a més, amb aquesta idea s’explica perque en les analisis presentades anteriorment es
trobava que en les interfase dels complexos hi havia aproximadament un 50% de residus hidrofobics
perd en I'analisi dels residus clau es troba que aquests no acostumen a ser-ho.

. Residu clau (“Hot spot”) O Residu del “O-ring”

Figura 0.2 Representacié esquematica dels residus d’una superficie proteica involucrada en contactes proteina-proteina
segons al teoria dels “Hot spots” i del “O-ring™.

A partir d’aquests estudis, doncs, s'obté una idea del percentatge de vegades que un determinat
residu actua com a residu clau quan aquest es troba en la interfase d’un complex proteina-proteina.
Multiplicant aquest percentatge per la composici6 de les interfases dels complexos proteina-proteina de
la taula 0.1, es pot obtenir un valor representatiu del percentatge de “Hot spots” que hi ha en les
interfases per a cada tipus de residu (figura 0.3).

1,5 4
%

0,5

0 HH DHHHHEHDDHDD

Ala Arg Asn AspCys GIn Glu Gly His lle Leulys MetPhe Pro Ser Thr Trp Tyr Val

Residu

Figura 0.3 % de “Hot spot” de cada tipus de residu en les interfases (valor obtingut de la multiplicacié del % en interfase pel %
“Hot spot” per a cadascun dels residus).
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Aixi, tenint en compte que aquests valors, es pot concloure que en general el residu que actua mes
freqlientment com a residu clau en els contactes proteina-proteina és I'arginina, seguida de la tirosina i
el triptéfan. Ja amb molta menys proporcio, també s’hi troben residus com I'acid aspartic, la lisina i la
isoleucina.

En general, sembla que els residus que tenen més tendéncia a actuar com residu clau, son aquells
capacos de formar un gran nombre d'interaccions diferents. En aquest sentit I'arginina, la tirosina i el
triptofan son uns candidats excel lents, ja que poden intervenir en interaccions de diferent caracter. En el
cas del triptdfan i la tirosina, poden contribuir a interaccions de caracter aromatic, interaccions de
caracter hidrofobic, a enllagos d’hidrogen i a interaccions rt-catié. Per contra, I'arginina pot intervenir
principalment en interaccions de caracter electrostatic, d’enllag d’hidrogen i w-catio, tot i que gracies als
tres metilens i a la deslocalitzacio dels electrons en el grup guanidini, també pot intervenir en
interaccions amb un cert caracter hidrofobic o pseudo-aromatic.

A més a més, si es compara la contribucié dels residus carregats positivament i la dels carregats
negativament, es pot veure com els que tenen carrega positiva sén molt més frequents com a residus
clau. Aquest fet, conjuntament amb I'elevada contribuci6 dels residus aromatics podria ser indicatiu que
la interacci6 nt-catio és un interacci6 fonamental en els contactes proteina-proteina. De fet, aquest tipus
d’interaccio, en estudis amb péptids model s’ha vist que pot ser molt important!?.

La preséncia d’'una série de residus clau en les interfases dels complexos proteics, és una teoria
ampliament acceptada avui en dia. De fet, altres autors han buscat métodes alternatius per tal de
determinar quins son aquests residus, com per exemple mitjangant I'analisi de quins son els residus més
conservats en les superficies de proteines de la mateixa familia''. Mitjangant aquesta metodologia han
arribat a conclusions similars pel que fa als residus clau en els contactes entre proteines, perd
suggereixen que aquests no es troben només en la part central de la interfase siné distribuits per tota
I'area de contacte per tal de mantenir un cert grau de flexibilitat.

A més a més, estudis recents, també revelen que en els contactes proteina-proteina també es
formen enllagos d’hidrogen amb 'esquelet que poden ser claus per a I'estabilitat del complex'2. Tampoc
no s’ha d'oblidar el paper clau que poden tenir molécules discretes d’aigua en les interaccions entre
grups polars, ja que poden arribar a permetre la interaccié de per exemple, grups amb la mateixa
carrega’s,

10 Pletneva, E.V., Laederach, A.T., Fulton, D.B. & Kosti¢, N.M., J. Am. Chem. Soc., (2001), 123, 6232-6245
" Hu, Z., Ma, B., Wolfson, W. & Nussinov, R., Proteins, (2000), 39, 331-342
Ma, B., Elkayam, T., Wolfson, H. & Nussinov, R., Proc. Natl. Acad. Sci USA, (2003), 100, 5772-5777
12 Fernandez, A. & Scheraga, H.A., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (2003), 100, 113-118
13 Papoian, G.A., Ulander, J. & Wolynes, P.G., J. Am. Chem. Soc., (2003), 125, 9170-9178
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0.2 MODULACIO DE CONTACTES PROTEINA-PROTEINA

En el desenvolupament de nous farmacs, la majoria de dissenys es basen en la utilitzacié de
molécules petites amb un elevat component hidrofobic i una baixa llibertat conformacional, que
reconeixen les cavitats que hi ha en les superficies proteiques, essent 'augment d’entropia degut al
desplacament de l'aigua de la cavitat, la principal contribucié energetica que governa aquestes
interaccions'. Mitjangant aquesta estratégia s’han aconseguit desenvolupar molts farmacs i avui en dia
es disposen d’abundants eines per dissenyar-ne de nous. Tot i aixo, en el disseny d’aquest tipus de
farmacs cada dia és més clar que s’han de considerar les proteines com a entitats flexibles i no com a
I'aparent estructura rigida que s'obté, per exemple, de la determinacié estructural per raigs X*.

En el cas del reconeixement de superficies, resulta encara més evident que cal tenir en compte
aquesta flexibilitat, ja que les cadenes laterals dels residus de la superficie no estan fixades, sind que
presenten una elevada mobilitat i plasticitat. A més a més, en aquest tipus de reconeixement, a
diferéncia dels lligands dirigits a les cavitats, hi ha el problema que s’ha de competir amb la solvatacié
de l'aigua. Es per aixd que avui en dia encara no es disposa de gaires exemples de lligands capagos de
reconeixer les superficies, i per tant, encara no s’han establert uns criteris generalitzables per al seu
disseny. Aixi doncs, la possibilitat d’establir aquests criteris és un dels objectius de molts grups de
recerca.

En el disseny dels lligands capagos de modular els contactes proteina-proteina, s’hi troben dos
objectius diferents's. D’'una banda, hi ha els lligands capagos d’estabilitzar I'estructura de la proteina,
induir-ne la dimeritzacié o activar-ne la resposta biologica. De I'altra, s'hi troben tots els lligands dirigits a
bloquejar els contactes entre diferents proteines. En tots aquests lligands s’hi poden descriure tres
nivells de complexitat creixent!”.

1-  Reconeixement individual dels diferents grups funcionals dels aminoacids.
2- Reconeixement simultani dels diferents residus clau distribuits en la superficie de la proteina.
3- Reconeixement també dels residus que envolten als residus clau.

Tot i la complexitat que suposa el descobriment d’aquest tipus de lligands, en la bibliografia es poden
trobar exitosos exemples basats en diferents estrategies, descrites a continuacio.

14 Davis, A. & Teague, S.J., Angew. Chem. Int. Ed., (1999), 38, 736-749
15 Teague, S.J., Nat. Rev. Drug Discov., (2003), 2, 527-541

16 Peczuh, M.W. & Hamilton, A.D., Chem. Rev., (2000), 100, 2479-2494
17 Peczuh, M., Orner, B. & Hamilton, A., Chem. Brit., (2000), 43-45
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0.21 GENETICA QUIMICA

Segons aquest concepte, 'objectiu és aconseguir identificar una molécula petita per a cadascun dels
productes dels gens'®, és a dir, per a cada proteina trobar una molécula petita capag de reconéixer-la
selectivament.

El reconeixement de les superficies proteiques amb lligands petits presenta una série de problemes
aparentment dificils de solventar, perd que en alguns casos s’han pogut superar'. La primera dificultat
sorgeix quan es volen identificar molécules petites per a superficies de les quals no se’n coneix cap
lligand no proteic natural, problema que en certs casos s’ha pogut resoldre mitjangant la utilitzacio de
petits fragments peptidics basats en fragments de les altres proteines que hi interaccionen.

Una altra dificultat important que presenten els lligands petits, és que han de ser capagos de modular
contactes que es produeixen a través de arees molt grans. Per tal d’'aconseguir-ho, la majoria d’aquests
lligands es basen en el reconeixement dels residus clau en la interaccié entre les diferents proteines.

Per Ultim, hi ha el problema que les superficies de contacte entre proteines son forga planes i aixd en
dificulta el reconeixement mitjancant lligands petits. Per solventar aquest problema, una possibilitat és la
cerca de lligands dirigits a les irregularitats presents en aquestes superficies, ja que aixi es pot
maximitzar en nombre d'interaccions en el minim volum?0. Una altra alternativa és buscar lligands que
reconeguin altres zones de la proteina, perd que en modulin els seus contactes amb d’altres proteines
mitjangant mecanismes al losterics.

Per solucionar totes aquestes dificultats hi ha tingut un paper clau la quimica combinatoria,
mitjangant la qual s’han preparat diferents quimioteques que han permeés identificar lligands petits
capacos de modular contactes proteina-proteina?!. Entre els diferents exemples descrits en la
bibliografia s’hi poden trobar els segients:

Inhibidors de la interaccid entre Bel-x; 0 Bel-2 i el dominis Bak-BH3

En alguns casos de cancer, s’ha trobat una elevada resisténcia als farmacs basats en la potenciacid
de l'apoptosi o mort cellular programada. En aquests casos, s’ha trobat que és forca freqlent la
sobrexpressid de les proteines anti-apoptotiques Bcl-x. i Bcl-2 les quals inhibeixen la funcié de la
proteina pro-apototica Bak unint-se al seu domini BH3. Mitjancant I'analisi d’'una quimioteca disponible

18 Schreiber, S.L., Bioorg. Med. Chem., (1998), 6, 1127-1152

19 Berg, T., Angew. Chem. Int. Ed., (2003), 42, 2462-2481

2 pettit, F.K. & Bowie, J.U., J. Mol. Biol., (1999), 285, 1377-1382
21 Boger, D.L., Bioorg. Med, Chem., (2003), 11, 1607-1613
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comercialment, s’ha pogut trobar molécules que inhibeixen aquesta interaccio (Ki = 2,4-4,1uM) (figura
0.4)2,

Br

Figura 0.4 Exemple d’un dels inhibidors trobats (BH3I-1).

Activacié del receptor EPO (EPOr)

La produccié de globuls vermells esta controlada per 'hormona erythropoietina (EPO), la qual
n’activa la produccié mitjangant la uni6 a dos receptors EPO, fet que en provoca la dimeritzacié. En
aquest cas, s’han trobat molécules que n'indueixen la dimeritzacié mitjangant dues aproximacions.

D’'una banda s’han aconseguit lligands forca efectius mitjangant la preparacié de dendrimers basats
en la presentacio de diferents copies de mimétics de 'EPO trobats a partir de I'analisi de diferents
quimioteques?. De laltra, també s’han aconseguit bons agonistes mitjangant la preparacié de
quimioteques de productes amb simetria C. (figura 0.5)%.

@N Ti_i7 w@

ﬁHCbz o 0 NHCbz

Cbz = Benziloxicarbonil

Figura 0.5 Exemple d’un dels agonistes de simetria C2 de 'hormona EPO (A7B10C1).

2 Degterev, A., Lugovskoy, A., Cardone, M., Mulley, B., Wagner, G., Mitchison, T. & Yuan, J., Nat. Cell. Biol., (2001), 3, 173-
182

23 Qureshi, S.A., Kim, R.M., Konteatis, Z., Biazzo, D.E., Motamedi, H., Rodrigues, R., Boice, J.A., Calaycay, J.R., Bednarek,
M.A., Griffin, P., Gao, Y.-D., Chapman, K. & Mark, D.F., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (1999), 96, 12156-12161

2 Goldberg, J., Jin, Q., Ambroise, Y., Satoh, S., Desharnais, J., Capps, K. & Boger, D.L., J. Am. Chem. Soc., (2002), 124, 544-
555
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Inhibicié de I'agregacio de la Transthyretin (TTR)

La TTR és una proteina tetramérica la qual transporta tiroxina i la proteina d’uni6 a retinol. La
desestabilitzacié d’aquesta proteina, agregacié en fibriles amiloides i posterior dipdsit en els nervis
periférics i teixits del cor, s’ha vist que esta relacionada amb diferents patologies que poden arribar a ser
mortals. La formacié d’aquestes fibriles préviament requereix una dissociacié del tetramer en monomers
amb una estructura terciaria alterada®.

Mitjangant I'exploraci6 de farmacs ja existents s’han trobat diferents molécules que s’uneixen al lloc
d’'unié de la tiroxina, fet que provoca una estabilitzacio de I'estructura tetramerica i per tant, una inhibicié

de la formaci6 d’agregats (figura 0.6)%.
Hozcj :
HN

CF3

Figura 0.6 Estructura de I'acid flufenamic (FLU), antiinflamatori no esteroidiic capag d'inhibir 'agregacié de la TTR.

Un dels problemes que presenta l'avaluacié de grans quimioteques de productes en front de
diferents proteines és l'elevat cost que comporta. Per aquesta rao, en els darrers anys també s’han
dedicat molts esforgos a millorar les eines computacionals per a 'avaluacié de la possible interaccid
entre diferents lligands i superficies proteiques?’. Tot i que encara queden for¢a punts per resoldre,
aquestes tecniques ja s’han aplicat amb éxit per trobar molecules actives, com per exemple inhibidors
de lainteracci6 Bcl-2/Bak?.

0.2.2 “PHAGE DISPLAY”

Una altra alternativa a la sintesi de quimioteques és la utilitzacié de la presentacio de multiples
fragments peptidics en la superficie de particules virals?®. Mitjangant aquesta aproximacio, s’han pogut

% Lai, Z., Colén, W. & Kelly, J.W., Biochemistry, (1996), 35, 6470-6482
% Klabunde, T., Petrassi, H.M., Oza, V.B., Raman, P., Kelly, J.W. & Sacchettini, J.C., Nat. Struct. Biol., (2000), 122, 2178-2192
27 Zeng, J., Comb. Chem. High T. Scr., (2000), 3, 355-362

2 Wang, J.-L., Liu, D., Zhang, Z.-J., Shan, S., Han, X., Srinivasula, S.M., Croce, C.M., Alnemri, E.S. & Huang, Z., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, (2000), 97, 7124-7129

29 Smith, G.P. & Petrenko, V.A., Chem. Rev., (1997), 97, 391-410
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identificar péptids capagos de reconéixer diverses proteines, com per exemple, péptids capagos de
mimetitzar 'hormona EPO,

Un dels principals problemes dels peptids, és que en general tenen una baixa estabilitat que en limita
molt la seva utilitzacid6 com a farmacs. Una estratégia molt ocurrent per tal de trobar peptids amb
aminoacids D, i per tant resistents a les proteases, és la utilitzacié del que anomenen “mirror phage
display”. En aquesta estratégia s'avalua la interaccié dels fragments peptidics amb una proteina
sintetitzada totalment amb aminoacids D, de manera que els péptids identificats, si se sintetitzen
totalment amb aminoacids D, s'uniran a la proteina nativa3'.

0.2.3 ANTICOSSOS MONOCLONALS

En el propi funcionament dels organismes, el reconeixement de tot tipus de superficies proteiques
esta resolt a un nivell d’extraordinaria precisio mitjangant la generacié d'anticossos, els quals
interaccionen amb grans arees de la superficie de les proteines. Considerant que avui en dia es coneix
la metodologia necessaria per obtenir anticossos monoclonals, la seva utilitzacié per al reconeixement
de superficies proteiques es presenta for¢a prometedora32.

De fet, ja fa temps que els anticossos s'utilitzen com a diagnositc per a la deteccié de determinades
proteines, perd més recentment també s’ha plantejat la possibilitat d'utilitzar-los en la terapia contra el
cancer®, Un exemple clar és la utilitzacié d’anticossos per inhibir la dimeritzacié Her2/neu en la terapia
contra el cancer de mama34,

0.2.4 PEPTIDS DE LA INTERFASE

Una de les estratégies més productives per tal de trobar péptids dirigits a inhibir contactes proteina-
proteina és la utilitzacié de péptids de la interfase. La idea, és que si dues proteines interaccionen entre
si, aquesta interaccio es pot inhibir mitjangant la utilitzacié de peptids més petits basats en la seqiiéncia
dels residus involucrats en la interaccio. A més a més, a partir d’aquest péptids es poden dissenyar

30 Wrighton, N.C., Farrell, F.X., Chang, R., Kashyap, A.K., Barbone, F.P., Mulcahy, L.S., Johnson, D.L., Barrett, R.W., Joliffe,
L.K. & Dower, W.J., Science, (1996), 273, 458-463

31 Schumacher, T.N.M., Mayr, L.M.Jr., Milhollen, M.A., Burgess, M.W. & Kim, P.S., Science, (1996), 271, 1854-1857
%2 Galfre, G.L., Secher, D.S. & Crawley, P.E., “Pharmaceuticals”, Ed. Wiley-VCH, Weinheim, 2000, pp. 1981-1999
33 Weiner; L.M., Semin. Oncol., (1999), 26, 43-51

3 Ranson, M. & Sliwkowski, M.X., Oncology, (2002), 63, 17-24
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estructures no-peptidiques més adequades per ser utilitzades com a farmac. Entre els exemples més
destacats d’aquesta aproximacid s’hi troben els descrits a continuacio:

Inhibicié de la dimeritzacio de la proteasa del HIV-1

La proteasa dels virus de la inmunodeficiéncia humana de tipus 1 (HIV-1), juga un paper crucial en el
cicle de la vida d’aquest virus. La seva principal funcié és la de tallar la cadena polipeptidica precursora
de les proteines virals necessaries per a la infecci6®. Es per aquesta rad, que una gran part dels
farmacs dirigits a evitar la propagacid del virus, tenen com a objectiu la inhibicié de la seva funci6
mitjangant el reconeixement del seu centre actiu. El problema que s’ha presentat amb molts d’aquests
farmacs, pero, és que degut a la capacitat de mutacié del propi virus aquest s'hi fa resistent3.

Per solucionar aquest problema, actualment hi ha molts esforgos dirigits a inhibir la dimeritzacié de la
proteina, condicié necessaria per al seu correcte funcionament. Aquesta dimeritzacié es déna a través
dels extrems N-terminal i C-terminal de cadascun dels mondmers, els quals formen una lamina
antiparal lela de quatre cadenes. Aquesta regid de la proteina esta altament conservada i per aixo s’han
dissenyat abundants molécules dirigides reconéixer un dels monomers i aixi inhibir-ne la dimeritzacié.

Un exemple forga il lustratiu d’aquesta aproximacio, s’ha basat en la construccié de dues cadenes
peptidiques, corresponents als extrems N-terminal i C-terminal, unides per una cadena alifatica. Aquest
compost ha demostrat ser un bon inhibidor de la dimeritzacié”. Posteriorment, I'estructura peptidica s’ha
optimitzat mantenint només els aminoacids essencials per a la interaccio i introduint algun aminoacid no
natural, fins a obtenir un producte amb un tamany més adequat des del punt de vista de la quimica
meédica (figura 0.7)3%

35 Kohl, N.E., Emini, E.A., Schleif, W.A., Davis, L.J., Heimbach, J.C:, Dixon, R.A., Scolnick, E.M. & Sigal, I.S., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, (1988), 85, 4686-4690

3% Deeks, S.G., Smith, M., Holodniy, M. & Khan, J.0., JAMA J. Am. Med. Assoc., (1997), 277, 145-153

37 Zutshi, R., Franciskovich, J., Shultz, M., Schweitzer, B., Bishop, P., Wilson, M & Chmielewski, J., J. Am. Chem. Soc., (1997),
119, 4841-4845

38 Shultz, M.D., Bowman, M.J., Ham, Y.-W., Zhao, X., Tora, G. & Chmielewski, J., Angew. Chem. Int. Ed., (2000), 39, 2710-2713
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Figura 0.7 Inhibidor de la dimeritzacié de la proteasa del HIV-1.

Inhibicié de la maquinaria de fusié del HIV-1

Una altra alternativa en la lluita contra el virus causant del Sindrome de Immundeficiéncia Adquirida
(SIDA), és la inhibici6 de la maquinaria que utilitza el virus per introduir-se en la cel lula. Aquest procés
es produeix mitjangant una fusié entre la membrana del virus i la de la celula, controlada per les
proteines gp120 i gp41 del virus®. En aquest mecanisme de fusid, una de les etapes vitals és la

formacio d’un feix de sis hélix entre els dos extrems de la proteina gp414.

Una de les aproximacions basada en un péptid de la interfase que ha estat més productiva, és la
utilitzacié d’'un péptid de 36 aminoacids (T20), corresponent a un fragment d’'una de les regions de la
proteina gp41 involucrades en la formacié del feix d’hélixs, per tal d'inhibir la fusié del virus amb la

cellula (figura 0.8)41.
Y-T-S-L-I-H-S-L-I-E-E-S-Q-N-Q-Q-E-K-N-E-Q-E-L-L-E-L-D-K-W-A-S-L-W-N-W-F

Figura 0.8 Seqtiéncia del peptid T20.

39 Biscone, M.J., Pierson, T.C. & Doms, R.W., Curr. Opin. Pharmacol., (2002), 2, 529-533

40 Chan, D.C. & Kim, P.S., Cell, (1998), 93, 681-684

41 Wild, C.T., Shugars, D.C., Greenwell, T.K., McDanal, C.B. & Matthews, T.J., Proc. Natl. Acad. Sci USA, (1994), 91, 9770-
9774
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Aquest péptid ha demostrat ser un potent inhibidor de la replicacio del virus en humans*? i
recentment ha estat aprovat pel Ministeri de Sanitat (nom comercial: Fuzeon), fet que valida clarament
aquesta aproximacio en la cerca de nous farmacs.

Inhibicié de I'activacio de les céllules CD4* T

L’activacié de les céllules CD4* T és un pas clau en la generacio de resposta immune de
I'organisme. Aquesta activacio es déna principalment a través de la interaccié entre la proteina CD4 i el
complex major d’histocompatibilitat de classe Il (MHC classe Il). Aixi doncs, les molécules que puguin
inhibir aquesta interaccié, poden servir com a immunosupressor molt efectius.

A partir de I'analisi de les zones de la proteina CD4 involucrades en la formacié del complex, s’ha
dissenyat un péptid mimétic que ha demostrat ser un immunosupressor eficag tant in vitro com in vivo*.
Aquest péptid esta basat en la utilitzacio d'un petit péptid ciclic format pels residus d’'una de les zones de
la proteina involucrades en el contacte amb el MHC classe Il (figura 0.9).

H-Cys—Asn-Ser—Asn-GIn-lle-Cys-OH

Figura 0.9 Péptid capag d'inhibir la formaci6 del complex CD4-MHC classe |I.

S S |

Inhibidors del complex p53-Hdm?2

La proteina supressora de tumors p53 té un paper clau en el cicle cel lular de manera que qualsevol
desactivacié de la seva funcié provoca disfuncions importants en la célula. En un elevat percentatge de
tumors la p53 es troba desactivada tant per la unio a proteines oncogeniques com per la mutacié del
gen que la codifica (veure apartat 0.3).

En aproximadament el 30% de cancers es troba una amplificacié de la oncoproteina Hdm2, la qual
pot inhibir la funcié de la p53 unint-s’hi en I'extrem N-terminal“4. A partir de I'analisi del complex format
per la Hdm2 i un fragment de I'extrem N-terminal de la p53, s’ha pogut determinar un péptid capag

d'inhibir la formaci6 del complex unint-se a la proteina Hdm2 (ICso = 8,7uM) (figura 0.10)#. La posterior

42 Kilby, J.M., Hopkins, S., Venetta, T.M., DiMassinmo, B., Cloud, G.A., Lee, J.Y., Alldredge, L., Hunter, E., Lambert, D.,
Bolognesi D., Matthews, T., Johnson, M.R., Nowak, M.A., Shag, G.M. & Saag, M.G., Nat. Med., (1998), 4, 1302-1307

43 Satoh, T., Aramini, J.M, Li, S., Friedman, T.M., Gao, J., Edling, A.E., Townsend, R., Koch, U., Choksi, S., Germann, M.W.,
Korngold, R., & Huang, Z., J. Biol. Chem., (1997), 272, 12175-12180

4 Freedman, D.A. & Levine, A.J., Cancer Res., (1999), 59, 1-7

45 Bottger, V., Bottger, A., Howard, S.F., Picksley, S.M., Chéne, P., Garcia-Echevarria, C., Hochkeppel, H.-K. & Lane, D.P.,
Oncogene, (1996), 13, 2141-2147
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optimitzacié del peptid mitjangant “phage display” i substitucio d’alguns aminoacids per aminoacids no-

naturals ha permés obtenir un potent inhibidor de la formacié del complex p53-Hdm2 (ICs = 0,005uM)*,

AC-E-E-T-F-S-D-L-W-K-L-L-P-NH,

Figura 0.10 Péptid corresponent al fragment 16-27 de la p53 capag d'inhibir la interaccio p53-Hdm2.

Estabilitzacio de mutants del domini enllacant d’ADN de la p53

Les mutacions en els residus claus involucrats en els contactes proteina-proteina, s’ha vist que és
una causa forca comuna de diverses malaties. Tot i aix0, hi ha d’altres mutacions que sense afectar els
residus clau, provoquen un desestabilitzacio de I'estructura terciaria la qual també comporta una pérdua
de funcionalitat.

Per aquests Ultims casos, una possibilitat és la d'utilitzar lligands que siguin capacos d’interaccionar
amb la forma plegada perd que no interaccionin amb la forma desnaturalitzada. Aixi, la unié d’aquests
lligands provoca un desplagcament de I'equilibri de desnaturalitzacié/renaturalitzacio, que a la practica
comporta una estabilitzacié de la forma nativa de la proteina.

En el cas de la p53, es troba que la majoria de mutacions trobades en cancer afecten al domini
enllagant d’ADN. Per a les mutacions que afecten a 'estabilitat del domini, s’ha comprovat amb éxit la
validesa de la utilitzacié de lligands que només s'uneixin a la forma plegada per rescatar la forma
funcional de la proteina (figura 0.11)*7.

46 Bottger, A., Bottger, V., Garcia-Echevarria, C., Chéne, P., Hochkeppel, H.-K., Sampson, W., Ang, K., Howard, S.F., Picksley,
S.M & Lane, D.P, J. Mol. Biol., (1997), 269, 744-756

47 Friedler, A., Hansson, L.O., Veprintsev, D.B., Freund, S.M.V., Rippin, T.M., Nikolova, P.V., Proctor, M.R., Riidiger, S. &
Fersht, AR, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (2002), 99, 937-942
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Figura 0.11 Representacié del rescat de la forma funcional de la p53 mutada mitjangant el peptid CDB3.

En aquest cas s’ha utilitzat el peptid CDB3, corresponent a un fragment de la proteina 53BP2, la qual
s’uneix en la zona de la p53 que també reconeix 'ADN (figura 0.12). A més a més, s’ha demostrat que
aquest péptid estabilitza la forma plegada perd sense competir amb 'ADN, ja que aquest interacciona
amb la p53 molt més fortament i en desplaca el péptid.

R-E-D-E-D-E-I-E-W-NH;

Figura 0.12 Seqiencia del peptid CDB3.

Tot i I'éxit dels casos presentats basats en la utilitzacié dels péptids de la interfase, aquesta
estrategia presenta una série de limitacions. La primera, és que en certs casos és possible que el lligand
peptidic si que competeixi amb el lligand natural de la proteina i aixo n'afecti la funcionalitat. La segona i
més important, és que aquesta metodologia esta limitada a la busqueda de péptids que reconeguin
superficies de les quals ja se’n coneix una proteina que hi interacciona, i per tant no és valida quan es
vol reconeixer una superficie per la qual no se’n coneix cap.

0.2.5 LLIGANDS DE DISSENY

Considerant totes les limitacions inherents de les estrategies presentades per al descobriment de
lligands de superficies proteiques, el millor seria disposar de les eines que, per a qualsevol superficie
donada, permetessin dissenyar un lligand capag de interaccionar-hi eficagment.

El problema, és que tenint en compte els pocs exemples de lligands de superficies proteiques
acumulats en la bibiliografia, encara no es coneixen aquestes eines, i per aixd una de les estrategies
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que presenta més dificultats és el disseny de novo. Tot i aquestes dificultats pero, s’han fet avengos
significatius, sobretot en el camp del reconeixement de petits péptids model, que obren la porta a poder
comengar a dissenyar lligands capagos d’interaccionar amb superficies proteiques.

0.2.5.1  Reconeixement de péptids model

Alguns dels primers exemples de lligands capagos de reconéixer péptids apareguts en la literatura,
es basen en el reconeixement de petits péptids sense una estructura secundaria clara. Aixi, entre els
exemples més il lustratius s’hi troba el reconeixement de peptids amb dues fenilalanines mitjangant
dimers de B-ciclodextrines®. D’altres exemples, es basen en lligands capagos de reconéixer grups
funcionals de diferent caracter, com és el reconeixement del tripéptid Gly-Trp-Gly amb un lligand que
incorpora un éter corona, un grup hidrofobic i un grup alquilamoni*®.

Avui en dia, pero, també es poden trobar exemples de lligands que incorporen un segon nivell de
selectivitat, és a dir lligands que interaccionen amb péptids amb un conformacié secundaria concreta.

Donada la importancia de les interaccions entre hélix-o. en els contactes proteina-proteina i a
I'abundant preséncia de carboxilats en la superficie de les proteines, en el nostre grup, en col {aboracid
amb els grups del Dr. de Mendoza i del Dr. Hamilton, fa uns anys es va comengar a explorar la

interaccié del compost tetraguanidinic 1 amb hélixs-a riques en carboxilats® (figura 0.13).

N N N N

PSS SNve S
| | | | | | | |
H H H H H H H H

Figura 0.13 Compost tetraguanidinic 1.

La idea de dur a terme aquests estudis va sorgir de tres observacions prévies: d’una banda s’havia
trobat que certes molécules amb guanidinis biciclics podien reconeixer els carboxilats d’alguns
aminoacids®!, i de [laltra, s’havia trobat que molécules amb dos grups guanidini reconeixien

selectivament els carboxilats d’'un péptid en hélix-o. amb dos residus d’aspartic en i / i+3 52, Per ultim,

48 Breslow, R., Yang, Z., Ching, R., Trojandt, G. & Odobel, F., J. Am., Chem. Soc., (1998), 120, 3536-3537
49 Hossain, M.A. & Schneider, H.J., J. Am. Chem. Soc., (1998), 120, 11208-11209

5 Peczuh, M.W., Hamilton, A.D., Sanchez-Quesada, J., de Mendoza, J., Haack, T. & Giralt, E., J. Am. Chem. Soc., (1997), 119,
9327-9328

51 Galan, A., Andreu, D., Echevarren, AM., Prados, P. & de Mendoza, J., J. Am. Chem.Soc., (1992), 114, 1511-1512
52 Albert, J.S., Goodman, M.S. & Hamilton, A.D., J. Am. Chem. Soc., (1995), 117, 1143-1144
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s’havia comprovat que el compost tetraguanidinic 1, en preséncia de sulfats formava una doble hélix al
seu voltantss,

Aixi doncs, en aquests primers estudis es va decidir avaluar la interaccié del compost tetraguanidinic
1 amb un péptid amb una conformacié d’helix-a. i quatre residus d’'aspartic distribuits en una periodicitat
de i / i+3, podent-se concloure que la interaccio era clara (Ka = 10%) i provocava una estabilitzacié de
l'estructura secundaria del péptid.

En estudis posteriors, es va posar de manifest la necessitat que el péptid adoptés una conformacié
d’hélix-o. per que es pogués donar la interaccio. Aquest fet, va permetre concloure que no només es
donava el reconeixement de quatre grups funcionals, sind que també es reconeixia una ordenacié en
I'espai determinada (figura 0.14)5.

iy

i+9

1

+

+3

i
Compost
Tetraguanidinic 1

Figura 0.14 Representacié del reconeixement del péptid en helix-a. per part del compost tetraguanidinic 1.

Posteriorment, també es va poder comprovar que aquesta interacci6 es podia donar
independentment que els quatre residus acids fossin d’acid aspartic, d'acid glutamic o de combinacions
dels dos®. A més a més, es va poder augmentar I'afinitat practicament dos ordre de magnitud mitjangant
la introduccio de quatre residus de triptofan en el peptid (figura 0.15)%. Aquests residus es van situar de

manera que es potenciés la interaccié m-catié entre els grups guanidini i els corresponents triptofans.

58 Sanchez-Quesada, J., Seel, C., Prados, P., de Mendoza, J., Dalcol, . & Giralt, E., J. Am. Chem. Soc., (1996), 118, 277-278

5 Haack, T., Peczuh, M.W., Salvatella, X., Sanchez-Quesada, J., de Mendoza, J., Hamilton, AD. & Giralt, E., J. Am. Chem.
Soc., (1999), 121, 11813-11820

% Salvatella, X., Peczuh, M.W., Gairi, M., Jain, R.K., Sanchez-Quesada, J., de Mendoza, J., Hamilton, A.D. & Giralt, E., Chem.
Commun., (2000), 1399-1400

5% QOrner, B.P., Salvatella, X., Sanchez-Quesada, J., de Mendoza, J., Giralt, E. & Hamilton, A.D., Angew. Chem. Int. Ed., (2002),
41, 117-119
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Ac-A-A-A-W-Q-L-W-D-L-W-D-A-W-D-A-Q-D-A-A-A-NH,

Figura 0.15 Seqiencia del péptid i projeccio de I'hélix-o. mostrant els residus amb els quals
interacciona el compost tetraguanidinic 1.

0.2.5.2 Reconeixement de superficies proteiques

En la bibliografia, es poden trobar alguns casos de lligands petits dissenyats per a interaccionar amb
la superficie d’'una determinada proteina. Un exemple clar, és el d'un petit lligand mimetic de la proteina
A dissenyat per a purificar immunoglobulines®’.

Gracies als coneixements adquirits en la comprensié de les lamines 3, avui en dia es disposen de
diferents maneres de dur-ne a terme el seu disseny?®. Aixi, es poden trobar alguns exemples de lligands
basats en aquesta estructura secundaria que sén capagos de reconeixer superficies proteiques, com per
exemple inhibidors de la proteasa del HIV-159.

Tot i aix0, un dels casos meés espectaculars és el descrit pel grup del Dr. Hamilton. En la seva
aproximacié al reconeixement de superficies proteiques, en aquest grup s’han inspirat amb el sistema
immune. Aixi doncs, s’han basat en la part dels anticossos que interacciona amb els antigens (FAB) per
dissenyar unes bastides (o “scaffolds”) de calix[4]aré en les quals s’hi poden unir quatre péptids ciclics
que mimetitzen els de la superficie del FAB (figura 0.16).

7L, R., Dowd., V., Stewart, D.J., Burton, S.J. & Lowe, C.R., Nat. Biotechnol., (1998), 16, 190-195
58 Pastor, M.T. & Pérez-Paya, E., Mol. Divers., (2003), 6, 149-155

5 Smith Ill, A.B., Hirschmann, R., Pasternak, A., Guzman, M.C., Yokoyama, A., Sprengler, P.A:, Drake, P.L., Emini, E.A. &
Schleif, W.A., J. Am. Chem. Soc., (1995), 117, 11113-11123

80 Hamuro, Y. Calama, M.C., Park, H.S. & Hamilton, A.D., Angew. Chem. Int. Ed. (1997), 36, 2680-2683
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Figura 0.16 Estructura del mimétic del FAB.

Mitjangant la utilitzacié de diferents peptids ciclics, han utilitzat amb éxit aquest tipus d’estructura en
el reconeixement de diverses superficies. Un dels exemples més clars, és la inhibicié de la interaccié
entre el citocrom ¢ (Cc) i la seva peroxidasa (CcP)®'. En aquest cas, reconeixen la superficie del
citocrom, rica en lisinies i ariginines, mitjancant la utilitzacié de péptids ciclics rics en glicina i acid
aspartic.

Donats els excellents resultat obtinguts en la interaccié dels péptids model amb el compost
tetraguanidinic 1, en el nostre grup es va plantejar la possibilitat d’utilitzar aquest lligand per al
reconeixement de superficies proteiques que en la seva superficie presentessin motius tetraanionics

formats per quatre residus acids en una hélix-o i distribuits en una periodicitat de i / i+3 / i+6 / i+9.

Per tal d’escollir una proteina en la qual poder assajar aquesta possibilitat, es va fer una exploracié
de les bases de dades (RCSB Protein Data Bank) en busca de proteines que complissin aquesta
condicié. Aquestes, posteriorment es van classificar en funcié de 'accessibilitat al solvent dels diferents
residus acids i de Ihelicitat de I'hélix corresponent®?, En aquesta classificacio, la proteina que va
presentar un millor resultat va ser el domini de tetrameritzaci6 de la proteina supressora de tumors p53,
la qual en la seva superficie presenta el motiu tetraanionic format pels residu E343, E346, E349 i D352.

61 Wei, Y., McLendon, G.L., Hamilton, A.D., Case, M.A., Purring, C.B., Lin, Q., Park, H.S., Lee, C.-S. & Yu, T., Chem. Commun.,
(2001), 1580-1581

62 Salvatella, X., Haack, T., Gairi, M., de Mendoza, J., Peczuh, M.W., Hamilton, A.D. & Giralt, E., in Pons, M. (Ed), “NMR in
Supramolecular Chemistry”, Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, 1999, pp. 267-280
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Recentment, s’ha pogut demostrar que efectivament el compost tetraguanidinic 1 és capag de
reconeixer la superficie del domini de tetrameritzacié amb una afinitat moderada®?.

0.3 P53

Des del seu descobriment al 1989, la p53 ha centrat l'interes de molts grups de recerca arreu del
mon, fet clarament detectable en la immensa quantitat de publicacions en les que ha aparegut (>20.000
en aquests 15 anys). D’altra banda, el paper cabdal que juga aquesta proteina en el manteniment de la
integritat dels gens, li ha valgut el sobrenom del “guardia del genoma®s4.

De fet, es troba que en el 50% dels cancers humans, aquesta proteina esta mutada i que en molts
altres estad desactivada indirectament, tant per la mutacié de les proteines que hi interaccionen
directament com per la uni6 de proteines virals. A més a més, molts d’aquests casos de cancer sén
altament agressius i presenten una elevada resisténcia a tractaments com la quimioterapia o la
radioterapia®®.

0.3.1 ESTRUCTURAIFUNCIO

La forma activa de la p53, és un homotetramer format per mondmers de 393 aminoacids en els quals
s’hi poden diferenciar quatre dominis: el domini d’activacié transcripcional, el domini enllagant d’ADN, el
domini de tetrameritzacio i el domini regulador (figura 0.17)€.

0 42 102 292 324 355 367 393
Domini d’activacié Domini enllagant ’ADN Domini de  Domini regulador
transcripcional tetrameritzacio

Figura 0.17 Representacit dels diferents dominis de la p53.

63 Salvatella, X., Martinell, M., Gairi, M., Mateu, M.G., Feliz, M., Hamilton, A.D., de Mendoza, J. & Giralt, E., Angew. Chem. Int.
Ed., (2004), 43, 196-198

& Lane, D.P., Nature, (1992), 358, 15-16
85 Bullock, A.N. & Fersht, A.R., Nat. Rev. Cancer, (2001), 1, 68-76
8 Levine, A.J., Cell, (1997), 88, 323-331
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Quan una célula esta sotmesa a situacions d’elevat estres, es detecta un augment substancial de la
concentracio de p53, la qual provoca una aturada del cicle cel{ular®’. Entre les situacions d’estrés que
provoquen aquesta activacio de la p53, s’hi troben (figura 0.18):

1-  Danys en '’ADN. Provoquen una activacié depenent de les quinases ATM, Chk1 i Chk2.

2- Senyals de creixement aberrant, com el que es produeix en la sobreexpressié dels oncogens
Ras i Myc. Aquesta via d’activacio, procedeix a través de la proteina p14.

3-  Quimioterapia, radioterapia o inhibicio de les quinases. En aquest cas el mecanisme d'activacio
depén de les quinases ATR i CKII.

B .

Oncogene DNA damage Chemotherapy
activation

p53 degradation

Response G1arrest G2 arest  Apoptosis ONA repair

Figura 0.18 Esquema de la funcio i regulacié de la p53¢.

La funcio de la p53 ve regulada per la proteina MDM2, la qual en provoca la degradacio. En aquest
procés de regulacio, la MDM2 s’uneix a I'extrem N-terminal de la p53 i en promou I'ubiquitinacio. Les
diverses copies d’Ubiquitina unides a la p53, actuen com a bandera per a la maquinaria de degradacié
de la céldula, la qual reconeix la pd3 i la degrada. La p53 al seu torn, és I'encarregada d'activar la
transcripcio de la proteina MDM2, de manera que tot el procés de regulacié queda tancat en un cicle o
“feedback loop”.

67 Vogelstein, B., Lane, D.P. & Levine, A.J., Nature, (2000), 408, 307-310
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De fet, els diferents mecanismes d’activacié de la p53 el que realment provoquen és una inhibici6 de
la interaccio p53-MDM2. Aixi, en el cas de la via d’activacié controlada per la proteina p14, aquesta
s'uneix a la MDM2 evitant que pugui reconéixer la p53, i en el cas de les vies controlades per quinases,
aquestes fosforilen la p53 bloquejant també el possible reconeixement per part de la MDM2.

La p53, realment és un factor de transcripcid que un cop activat promou I'expressié d’'una série de
gens que codifiquen proteines que actuen sobre diferents mecanismes celfulars. Aquests gens es
poden classificar en quatre categories en funcié de I'efecte que promouen (figura 0.18):

1- Aturada del cicle cellular. Un exemple d’'aquest gens, és el p21WAFIICIP1 e[ qual inhibeix les
ciclines dependents de quinases.

2- Apoptosi. En els casos de major estres, la p53 pot activar la transcripcié de gens que provoquen
el suicidi cellular, com son els gens pro-apoptotics Bax i p53AIP1, o els que codifiquen per
receptors tipus “death-signal” com el Fas.

3- Estabilitat genética. Aqui s’hi inclouen tots els gens que codifiquen la maquinaria encarregada
de la reparacié de 'ADN, com per exemple el GADD45.

4- Inhibici6 de I'angiogénesi. Degut al desmesurat creixement del tumors, aquests necessiten
formar al seu voltant vasos sanguinis que els hi aportin els nutrients necessaris. No es coneix
molt bé com, perd sembla que la p53 també pot estar involucrada en la inhibici6 d’aquest
proces.

Per poder realitzar totes aquestes funcions, la p53 esta ampliament regulada per modificacions
covalents i per altres proteines que hi interaccionenS®. De fet, avui en dia encara no es té una
comprensid total del seu funcionament, ja que qualsevol explicacié hauria de ser capag de contemplar la
multitud de versions diferents de la propia proteina que poden estar presents al mateix temps en la
cel lula®®,

Pel que fa a les mutacions trobades en els diferents tipus de cancer, s’ha vist que en la majoria de
casos aquestes afecten a I'habilitat de la proteina de reconéixer sequéncies especifiques d’ADN.
Aquesta pérdua de funcionalitat en general es pot donar mitjangant els segtients tipus de mutacions?:;

1- Mutacions en el domini enllagant d’ADN que afecten I'estabilitat termodinamica del domini.

2- Mutacions en el domini enllagant d’ADN que afecten al residus involucrats en els contactes
ADN-p53.

68 Jayaraman, L. & Prives, C., Cell. Mol. Life Sci. (1999), 77, 76-87
8 Prives, C. & Hall, P.A., J. Pathol., (1999), 187, 112-126
0| ane, D.P. & Hupp, T.R., Drug Discov. Today, (2003), 8, 347-355
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3- Mutacions que afecten I'activacio via proteases.

4- Mutacions que desplacen I'equilibri tetramer-monomer cap a la forma monomerica.

A més a més, la p53 es pot veure desactivada per la unié de proteines virals. Alguns virus, en
introduir-se a la cél{ula, provoquen un augment de la proliferaci6 cel {ular, que la cél{ula compensa amb
un augment de I'expressio de la proteina p14, la qual activa la p53 i per tant, atura la proliferacio. En
aquests casos, alguns virus contraataquen mitjangant I'expressio de proteines que s'uneixen a la p53 i la
inactiven, fet que predisposa a les cél lules a convertir-se en tumorals (figura 0.19).

r

u Y r—————

o
Infact call =g
o

Viral Rb-binding |

"
\w proteins
¥

Figura 0.19. Inhibicio de la p53 via proteines virals®’.

Aquest paper clau en el desenvolupament dels tumors, és el que ha fet que avui en dia la p53 sigui
una de les possibles dianes terapéutiques més estudiades en la recerca contra el cancer. No s’ha
d'oblidar perd, que hi ha d’altres malalties que també sén degudes a disfuncions en els mecanismes
apoptotics de la cél{ula™. Entre aquestes, s'hi troben algunes malaties neurodegeneratives, la diabetis
tipus 1 i certs processos inflamatoris. Aixi doncs, qualsevol molécula que fos capag de modular aquests
mecanismes podria ser extremadament interessant.

0.3.2 DOMINI DE TETRAMERITZACIO

El domini de tetrameritzacié de la p53 és un homotetramer que es pot descriure com un dimer de
dimers, en el qual cada dimer primari esta format per dos monomers que interaccionen entre si a través

" Reed, J.C., Nat. Rev. Drug Discov., (2002), 1, 111-121
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de contactes entre les hélix i la formacié d’un petit full-B. Els dimers, s’'uneixen entre si en una disposicid
ortogonal en la qual les quatre helix formen un nucli hidrofobic molt estable (figura 0.20)72.

Figura 0.20. Estructura del domini de tetrameritzacié de la p53.

Tot i que models de p53 sense aquest domini son capagos d’unir ADN, s’ha vist que aquest domini
és vital per al correcte funcionament de la proteina ja que només la forma tetramérica és activa’.

Si s'anallitzen, per9, els diferents casos de cancer, es troba que les mutacions en aquest domini so6n
relativament poc freqlents. Aquest fet es pot explicar tenint en compte com afecten les mutacions en
funcié del domini de la proteina’. D'una banda, les mutacions en el domini de tetrameritzacio, en
general, només provoquen la desactivacioé de la proteina com a consequéncia de la desestabilitzacio del
tetramer. Per contra, mutacions en altres parts de la proteina s’ha vist que no només poden desactivar la
p53, sind que a més a més poden fer que la p53 adquireixi propietats oncogéniques, augmentant aixi les
possibilitats de desenvolupar un tumor. Sembla doncs, que la preséncia de la proteina tetramerica
inactiva és més perjudicial que la seva abséncia. Tenint en compte aquest fendmen, es pot pensar que

72 Clore, G.M., Emst, J., Clubb, R., Omichinski, J.G., Kennedy, W.M.P., Sakaguachi, K., Appella, E. & Gronenborn, A.M., Nat.
Struct. Biol., (1995), 2, 321-333

73 Chéne, P., Oncogene, (2001), 20, 2611-2617
7 Chéne, P. & Bechter, E., J. Mol. Biol., (1999), 286, 1269-1274
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en els tumors se seleccionen les mutacions que comporten aquest efecte negatiu extra respecte les que

només desactiven la proteina.

Tot i aix0, se sap que la funci6 de la p53 esta regulada per I'estructura tetramerica i per la seva

capacitat de produir certs canvis conformacionals’, de manera que qualsevol lligand que fos capag de

reconéixer el domini de tetrameritzacio tindria unes expectatives prometedores.

0.4 OBJECTIUS

El domini de tetrameritzaci6 de la p53 és un molt bon model per explorar el reconeixement de motius

tetraanionics mitjangant molécules oligoguanidiniques, i a més a més el reconeixement de la seva

superficie obre les portes a possibles aplicacions terapéutiques. Per tot aix0, en aquesta tesi s’ha decidit

estudiar aquesta possible interaccio.

Tot i els resultats prometedors obtinguts amb el compost tetraguanidinic 1, en aquesta tesi 'objectiu

principal ha estat poder reconeixer la superficie del domini de tetrameritzacio de la p53 amb lligands

peptidics ja que aquests ofereixen la possibilitat d’explorar una major diversitat quimica al nivell de les

cadenes laterals. Aquesta major diversitat, pot permetre no només trobar un bon lligand, sind també

aprofundir en quins son els factors que governen el reconeixement de superficies proteiques.

Aixi doncs, per dur a terme aquest treball s’han plantejat els seglents objectius:

1-

Posar a punt la metodologia que permeti expressar i purificar el domini de tetrameritzacié de la
p53 en el nostre laboratori.

Mitjancant eines de modelat molecular, dissenyar un péptid que sigui capag de reconéixer el
motiu tetraanionic del domini de tetrameritzacié de la p53.

Explorar diferents metodologies per tal de caracteritzar la interaccio entre el lligand peptidic i el
domini de tetrameritzacio.

Establir la metodologia més adient per avaluar i comparar la interaccio del domini amb un
nombre relativament elevat de lligands.

Optimitzar I'afinitat del lligand peptidic mitjangant eines de quimica combinatoria.

Aportar noves idees que permetin aprofundir en la comprensié basica dels processos de
reconeixement de superficies proteiques.

75 Halazonetis, T.D. & Kandil, A.N., EMBO J., (1993), 12, 5057-5064








