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Interacciones Proteina-Proteina (IPP)

v ¢ Porqué son importantes?
Relevancia terapéutica de las interacciones proteina-proteina

v ¢Porqué son un reto en quimica médica?
Dificultades para abordar y estudiar interacciones proteina-proteina

l v' ¢Como se aborda el descubrimiento de moduladores de IPP?
Estrategias quimico-médicas: el caso de la interaccién p53-MDM2

v ¢ Qué estamos haciendo nosotros en este campo?
i La interacciéon VEGF-VEGFR
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v Importancia de las interacciones proteina-proteina

Growth factor

Regulan muchas funciones biolégicas

Sistema inmune

Procesos de seializacion celular y
transduccién de seinales

Adhesion celular

Regulacion de receptores y enzimas

Homo- y heterodimeros de receptores
(GPCRs) y enzimas

\/ Differentiation

Metastasis / \ Apoptosis

Angiogenesis Proliferation

Receptores y enzimas multioligoméricos
(canales i6nicos, proteasoma)
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v Un reto en quimica médica
Dificultades para abordar y estudiar interacciones proteina-proteina

Las IPPs regulan funciones fisiolégicas y patolégicas

Interferir en la interfaz de las IPPs puede ser de interés terapéutico

Las IPPs como Dianas Terapéuticas

IPPs Dianas Clasicas Oportunidades
Superficie de interaccion 1500-3000 A2 300-1000 A2

Plana Cavidades definidas

Epitopos discontinuos “Hot Spots”
Sustrato/Ligando pequeio NO Sl

Rosario Gonzalez Mufiz D(%



v Un reto en quimica médica
Dificultades para abordar y estudiar interacciones proteina-proteina

Las IPPs como Dianas Terapéuticas

4 Bajo porcentaje de Hits a partir de HTS
Desarrollo de nuevos ensayos biolégicos

Métodos de fluorescencia (FRET)
Analisis calorimétrico

Yeast two-hybrids

Biosensores (SPR)

Obtencion de informacion superficies de contacto

R-X

RMN

- Microscopia crio-electonica
Mutagénesis dirigida
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v Estrategias para el descubrimiento de moduladores de IPP

Estructura conocida

MOLECULAS PEQUENAS

Generacion

- Screening Virtual
Farmacoéforo

Docking
Disefio de Novo
Disefio basado en fragmentos
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v Estrategias para el descubrimiento de moduladores de IPP
MOLECULAS PEQUENAS

Estructura parcial

L348 L3344

PEPTIDOMIMETICOS SECUENCIA NATIVA

PEPT'DOS Rosario Gonzalez Muiiz D@\



v Estrategias para el descubrimiento de moduladores de IPP
La interaccion p53-MDM?2

STress

Ubiquitin

DA Damage

Ublqmtmatlnn — % Proteasome

Active - s Innr.hvi
cell Cycle el Cuch
{F-_ Arrest _-—w Pr:gfﬁr;:n
DA Apoptosis

Repair

Phe19, Trp23, y Leu26

Domling, A. Curr. Opin. Chem. Biol. 2008, 12, 281-291
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v Estrategias para el descubrimiento de moduladores de IPP
Moduladores de la interaccion p53-MDM2: HTS
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strategias para el descubrimiento de moduladores de IPP
oduladores de la interaccion p53-MDM2: Diseiio racional

J. Med. Chem., 49 (21), 6209 -6221, 2006.

lead compound 1a Potent inhibitor 1d

J. Am. Chem. Soc., 127 (29), 10130 -10131, 2005.
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v Estrategias para el descubrimiento de moduladores de IPP
Moduladores de la interaccion p53-MDM2: Farmacoforos

Phel9 Trp23 Leu26 H

. H 524 A H,C——cH H@\,H )
615 A T~y 32 0 ? M )
N S- Y—
<§=r~i @5
0 1

CH, N

.

J. Med. Chem., 47 (17), 4163 -4165, 2004.

Hydrophobic

Group 1 O
6.0:1.DV \5-111.UA NH OH

Hydrophobic | «— s Hydrophobic 4
Group 2 Group 3
9.0+1.5A

J. Med. Chem., 49 (13), 3759 -3762, 2006.
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v Estrategias para el descubrimiento de moduladores de IPP
Moduladores de la interaccion p53-MDM2: Farmacoforos
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J. Am. Chem. Soc. 2007, 129, 12809 -12814
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v Estrategias para el descubrimiento de moduladores de IPP
Moduladores de la interaccion p53-MDM2: Derivados peptidicos

1 Ac-GIn'®-Glu-Thr-Phe-Ser-Asp?'-Leu-Trp-Lys-Leu-Leu-Pro?’-NH,
2 Ac-Met-Pro-Arg-Phe'9-Met-Asp-Tyr-Trp-Glu-Gly-Leu?5-Asn-NH,
3 Ac-Phe'-Met-Asp-Tyr-Trp-Glu-Gly-Leu?®-NH,

4  Ac-Phe'®-Met-Aib-Tyr-Trp-Glu-Ac,c-Leu?®-NH,

5 Ac-Phe'®-Met-Aib-Pmp-Trp-Glu-Ac,c-Leu?®-NH,

6 Ac-Phe'*-Met-Aib-Pmp-6-F-Trp-Glu-Ac,c-Leu?®-NH,

7  Ac-Phe'®-Met-Aib-Pmp-6-Me-Trp-Glu-Ac,c-Leu?®-NH,

’ 8 Ac-Phe'®-Met-Aib-Pmp-6-Cl-Trp-Glu-Ac,c-Leu?s-NH,

IC50 (NM)

8673 £ 164

31310

8949 % 588

2210 £ 346

314 £ 88

14 £ 1

Garcia-Echevarria, C., et al.
J. Med. Chem. 2000, 43, 3205-3208
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v Estrategias para el descubrimiento de moduladores de IPP
Moduladores de la interaccion p53-MDM2: Peptidomiméticos

FmocHN FmocHN
> OH 4
Me* Me

Fmoc-R, Fmoc-S,

Compound Sequence Cell

o= R, ¥ = S, pH death
WT Ac=-L3QETFSDLWKLLPEN-NH, -2 no -
SAH-p53-1 Ac-LSQETFSD*WKLLPE * =NH -2 25% 10028 no -
SAH-p53-2 Az~L3QE*FSDLWE - LPEN-MH 2 10% 400450 no -
SAH-p53-3 Ac-L8Q=Tre01N  LLPEN-NH -2 12% 1200489 no -
SAH-p53-4 An~LEQETF*OLWELL “EN=WH. 2 59% 0.92+0.11 no -
SAH-p53-5 Ac=L30RTE Y NEMKLL - UN=-NA. 0 20% 0.80+£0.05 yas -
SAH-p53-6 AC=-LEQUTF*HEWLLL “ON-NH, +1 14% 56211 yos -
SAH-p53-7 AC=USULTE NLRKLL “UN-NH, +1 6% 50410 yes -
SAH-p53-8 Ac-URQUTFNLWALLYON-RH, +1 85% 55211 yes -
SAH-p53-8, AE=DROUTETHIMELL Y ON-NH, +1 39% >4000 yes -
UAH-p53-8 A= 8QUTEHLWINN  UN=NH, +1 36% 100£10 yes -
Verdine, G.L.

J. Am. Chem. Soc. 2007, 129 (9), 2456 -2457
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v Estrategias para el descubrimiento de moduladores de IPP
Moduladores de la interaccion p53-MDM2: Peptidomiméticos

Phe'

Robinson, J.A.
Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 2109-2112

"
0
R'I
‘ R =iBu
R? = CH,(2-Naph)
R2 R3 =iBu
G ICs, = 182 nM
< oy
Hamilton, A.D.

Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 44, 2704-2707
CO,H




v Nuestros proyectos en IPP

La angiogénesis

YEGF
Production

*
Turnor
WEG

Heart
Disease

Blood Yessel
Growth

a B

Tumor

* Growth
- -
.

Dissemination

\

Metastasis

AIDS
J complications

. Psoriasis

) Infertility

Rosario Gonzalez Muiiz



v’ La interaccion VEGF-VEGFR

VEGF

= Mitégeno especifico de células del endotelio vascular
= Aumenta la permeabilidad vascular

» Involucrado en angiogénesis y vasculogénesis

WEGF—Ayy VEGF-Aug

« Fit-1 (VEGFR-1)
« KDR (VEGFR-2)

VEGF-B

-7 dominios Ig
extracelulares
-Dominio intracelular
Tirosina quinasa

1 1 T AT
e 70 (GEES
=

membrane _.J- b L

o L Sobreexpresion de VEGF
1
= e = Y KDR:
Endothelial
cell
 Cancer
e Artritis reumatoide
‘  Retinopatia diabética
Maobilization °
D:::::!:;Hl Proliferation Survival Migration “";:;ﬁ:r:h
progenitor cells)
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v’ La interaccion VEGF-VEGFR

Bevacizumab (Avastin, 2004)
Ranibizumab (Lucentis, 2006)

Anticuerpos
monoclonales

VEGF-R

Extracelular

SUSAAS AU S) S AL

2 S N \mﬁ ~

)(\@\ ATP Senalizacion
b eg @*‘7 ﬁﬁf
Sorafenib (2006) H

Sunitinib (2006)

Intracelular
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http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Sorafenib.svg
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v’ La interaccion VEGF-VEGFR

VEGF-R

Ant ist
e Gl ol

Extracelular

Intracelular

Seializacion
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v’ La interaccion VEGF-VEGFR

Antagonistas
VEGF

Peptidomiméticos

Seializacion
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w

v’ La interaccion VEGF-VEGFR: hot spots

VEGFA;, ,,:

* Horquilla B localizada en loop 3
* Residuos importantes:

Arg®?, lle8, Lys® His®, GIn®®

Interaccion con
receptores VEGFR

Keyt et al. J. Biol. Chem., 1996, 271, 5638-5646
Fuh, G., et al. J. Biol. Chem., 2006, 281, 6625-6631.

RX: Interaccion * a hélice localizada en loop 2

dominio 2 Fit1 y VEGF * Residuos importantes:
Phe'?, Met'8,Tyr?1,GIn?2, Tyr?s

Lee, C. V., et al. J. Mol. Bi0|., 2004, 340, 1073-1093. Rosario Gonzalez Muiiz D(M\



v' Disefio de miméticos de VEGFg, 4,

Horquilla B distorsionada 0 o 0 o




v Conclusiones

» La importancia y especificidad de las asociaciones de proteinas en eventos
celulares y en la etiologia de numerosas patologias hace de estas interacciones
dianas biolégicas muy atractivas para intervencion terapéutica

» En los programas de descubrimiento de farmacos, las IPPs son mas dificiles de
abordar que las dianas “clasicas”

» Las estrategias para el descubrimiento de agentes terapéuticos capaces de
interferir en IPP pueden ser los mismos que se utilizan en la quimica médica
actual, necesitan adaptacion.

» El desarollo de peptidomiméticos es particularmente util cuando el
conocimiento estructural de las IPP es parcial

» Basados en fragmentos de VEGF a los que se atribuye un papel
fundamental para la uniéon a VEGFR, hemos descubierto un péptido
capaz de inhibir la actividad angiogéncia de VEGF in vitro. Este compuesto
representa un punto de partida para futuras modificaciones y optimizacion

Rosario Gonzalez Muiiz M
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